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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Bindematrix, die ein Tragermaterial mit einer oxidischen Oberflache 
und einen daran uber Ankergruppen kovalent gebundenen Festphasen-Reaktanten, der mit mindestens einem freien 
5 Reaktionspartner bindefShig ist, enthalt, wobei dieser Festphasen-Reaktant eine verdunnte Bindeschicht auf der Ober- 
flache des Tragermaterials bildet. 

[0002] Bei molekularen Erkennungsreaktlonen handelt es sich um die feste und spezifische Bindung zweier Mole- 
kule. die ohne die Ausbildung einer kovalenten Atombindung eintritt. Fur die praktische Handhabung sind insbesondere 
solche Reaktionen von Interesse, die an der Grenzflache zwischen einem festen Tr^germaterial und einer fluiden 

10 Umgebung ablaufen. Dazu wird die Oberflache des festen Tragermaterials mit einer Fixierschicht belegt, die einen 
Festphasen-Reaktanten enthalt. An dieser Fixierschicht laufen dann die eigentlichen Erkennungsreaktionen ab. 
[0003] Ein Beispiel fur eine derartige Erkennungsreaktion ist ein Festphasenimmunoassay, der uber einen an der 
Festphase fixierten Antikorper durchgefuhrt wird. Dieser Antikorper mufi bei diversen Waschprozeduren stabil an der 
Oberflache der Festphase haften und dennoch eine genugend hohe immunologische Aktivitat aufweisen. Ubllcher- 

15 weise werden als Festphasen fur Immunoassays Kunststoffoberflachen, vorzugsweise aus Polystyrol. verwendet. Zwei 
Arten von Bindung sind entscheidend fur die Brauchbarkeit der Festphase als Bindematrix fur eine molekulare Erken- 
nungsreaktion, namlich zum einen eine moglichst hohe Bindung von spezifischen Antikorpern, die z.B. auf Polystyrol 
adsorbtivaufgebracht werden und zum anderen eine moglichst geringe unspezifische Bindung von Bestandteilen einer 
Probeflussigkeit, z.B. Blut- und Serumbestandteilen, wie Albumin und Insbesondere Fibrinogen. 

20 [0004] Die unspezifische Bindung von Proteinen an Oberflachen wird durch hydrophobe, polare oder Ladungstrans- 
fer-Wechselwirkungen sowie durch Wasserstoff-Briickenbindungen verursacht, wobei je nach Art des Proteins die eine 
Oder die andere Bindungsart dominierend ist. Diese unspezifische Bindung von Proteinen stellt ein groBes Problem 
bei diagnostischen Tests, z.B. Festphasenimmunoassays und auch bei medizinischen Implantaten dar. In der Vergan- 
genheit wurden zur Losung des Problems der unspezifischen Proteinbindung eine sehr groBe Zahl von Vorschlagen 

25 in der Literatur publiziert. In alien beschriebenen Verfahren erreicht man jedoch nur eine teiiweise Beseitigung der 
unspezifischen Bindung bzw. eine Verschiebung von einer Bindungsart zur anderen (vgl. z.B. Baeyer et al., Trans. 
Am. Soc. Artif. Intern. Organs 26 (1980), 309; Gott et al., Federation Proceedings 30 (1977), 5, 1679; Wojciechowski 
et al., Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 1 (1993), 107-117). 

[0005] EP 0 325 404 A2 beschreibt ein Verfahren zur Immobilisierung von physiologischen Wirkstoffen an einen 
30 anorganischen Trager, der mit einem Aminoalkylalkoxysilan beschichtet ist. Die dichtgepackten Schichten gemaB Ep 
0 325 405 weisen ebenfalls ein hohes Mafi an unspeziftscher Bindung und zudem nur eine relativ geringe Bindeka- 
pazitat im Hinblick auf die gewunschte Bindung des Analyten auf. 

[0006] Von Whitesides et al. (Science 252 (1991 ), 1164-1166) wurde gezetgt, dafi auf Gold- oder Silberoberflachen 
durch Selbstassemblierung von Thiolen, die mit Oligoethylenoxideinheiten funktionalisiert sind, eine unspezifische 

35 Bindung von Fibrinogen auf Metalloberflachen vollstandig unterdruckt werden kann. 

[0007] Wie bereits erwahnt, spielt die unspezifische Bindung von Proteinen in der Diagnostik, speziell in Festpha- 
senimmunoassays, eine groBe Rolle. Besonders vorteilhaft als Festphase, well universell verwendbar, erwies sich fur 
solche Anwendungen eine Fixierschicht aus Streptavidin, die durch Bindung mit Biotin bzw. biotinylierten Reaktanten 
fur eine grofie Anzahl von Immuntests verwendet werden kann. Eine besonders gute Adsorption wurde durch Verwen- 

40 dung von an polymerisiertes Albumin gebundenem Streptavidin erreicht. Zur Unterdruckung der unspezifischen Bin- 
dung an diese Festphase kann ein oberflachenaktives Mittel zugesetzt werden (WO88/07683). 
[0008] Bei neuen Testsystemen, wie z.B. optischen Biosensoren, sind jedoch Kunststoffoberflachen als Festphasen 
oftmals nicht geeignet. Fur diese Anwendungen sind Tragermaterialien mit einer oxidischen Oberflache, z.B. Si02 oder 
TIO2, von besonderem Interesse. Fur diese Festphasen sind ebenfalls verschiedene Methoden zur Immobilisierung 

45 von immunologisch aktiven Substanzen beschrieben. Da oxidische Oberflachen fur eine direkte adsorptive Beschich- 
tung normalerweise zu hydrophil sind, erfolgt die Beschichtung entweder adsorptiv nach Hydrophobisieren der Ober- 
flache (W091/16425, Anal. Biochem. 145 (1985), 106-112). lichtinduziert (EP-A-0337081) oder kovalent uber eine 
entsprechende Funktionalisierung der Oberflache (Sensor 91, Kongress Band IV). 

[0009] In der PCT-Anmeldung WO 92/1 0757 wird eine Bindematrix offenbart, die ein Tragermaterial und einen daran 
50 uber Ankergruppen adsorbierten Festphasen-Reaktanden, der mit mindestens einem freien Reaktionspartner binde- 
fahig ist, enthalt, wobei der Festphasenreaktand eine verdunnte und im wesenttichen lateral homogene Bindeschicht 
auf der Oberflache des Tragermaterials bildet. Als Festphasen werden metallische Oberflachen, z.B. Gold, und als 
Festphasenreaktanden Biotinthiole beschrieben. Die Verdunnung der Bindeschicht auf der Oberflache kann durch 
Coadsorption eines Biotinthiols und eines nicht-biotinylierten Thiols erfolgen. Diese Bindematrix ist bei geeigneter 
55 Mischung von Biotinkomponente und Verdunner In der Lage, eine Streptavidin-Monoschicht mit einer Schichtdicke 
von 4 nm spezifisch auf der Oberflache zu binden. Die unspezifische Bindung von Streptavidin wird durch geeignete 
Wahl des Verdunners vermieden. 

[001 0] Ein Nachteil der in WO 92/1 0757 beschriebenen Bindematrix besteht darin, dali eine adsorptive Beschichtung 
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auf hydrophilen Oberflachen nur sehr schwierig durchfuhrbar ist. Dort wird ein kontinuierliches Abbluten der Protein- 
schicht, insbesondere in Gegenwart von oberflSchenaktiven Mittetn, beobachtet. Dies trifft teilweise auch auf hydro- 
phobisierte OberflSchen zu, 

[0011] Neben der Anwendung in Festphasenimmunoassays sind unspezifische Proteinbindungen auf oxidischen 

5 Oberflachen noch bei einer Reihe von weiteren Anwendungen relevant, insbesondere z.B. bei Oberflcichen von Blut- 
filtern und Bauteilen aus Gtas in medizinischen GerSten (z.B. Dialysegeraten), die direkt mit Blut oder Blutbestandteilen 
in Beruhrung kommen, bei Implantaten aller Art (z.B. Huftgelenken, Herzklappen), die aus Titan bzw. Titanlegierungen 
Oder Keramiken bestehen, sowie bei Kanulen und chirurgischen Instrumenten. Die unspezifische Aniagerung von 
Proteinen ist der Primarschritt zur Verkapselung der Innplantate und begrenzt deren Venveildauer im Korper auf ca. 

10 10 Jahre {Ullmann, Enzyclopadie der chemischen Technik, Band 18, Seite 169 ff.). 

[0012] Weiterhin ist die unspezifische Bindung an oxidischen Oberflachen auch bei Chromatographiematerialien, 
Tragermateri alien fur Peptid- oder Oligonukleotidsynthesen sowie bei Laborglasmaterialien, die direkt mit Blut in Be- 
riihrung kommen (Zentrifugengl^ser etc.), relevant. Auch aufierhalbder Medizin bestehtdas Problem derunerwunsch- 
ten Adsorption an hydrophile Oberflachen, z.B. bei Autoscheiben, Geschirr etc.. 

15 [001 3] Atle bisher beschriebenen Verfahren zur Verringerung bzw. Unterdruckung der Adsorption an oxidische Ober- 
flachen weisen - wie oben ausgefuhrt - verschiedene Nachteile auf. Insbesondere Immuntests auf oxidischen Ober- 
flachen zeigen verstarkt das Problem eines Abblutens von adsorbtiv gebundenen Antikbrpern und bei kovalenter Bin- 
dung eine unkontrollierte Stochiometrie und daneben die Problematik der unspezifischen Proteinadsorption. 
[0014] Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende technische Problem bestand somit darin, oxidische Ober- 

20 flachen auf derartige Weise zu modifizieren, dafi das Problem einer unspezifischen Adsorption von Proteinen beseitigt 
Oder doch zumindest erheblich verringert wird. 

[0015] Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Bereitstellung einer Bindematrix auf Basis eines Trager- 
materials mit einer oxidischen Oberflache, bei der das Abbluten von Festphasen-Reaktanden verhindert und die un- 
spezifische Adsorption von Proteinen verringert wird. 

25 [0016] Vollig uberraschend wurde festgestellt, dafi bei einer Funktionalisierung von oxidischen Oberflachen mit be- 
stimmten reaktiven Silanverbindungen die unspezifische Bindung von Proteinen, insbesondere die unspezifische Bin- 
dung von Fibrinogen, stark vermindert oder vollstandig beseitigt werden kann. Hierzu wird die oxidische Oberflache 
mit Verbindungen umgesetzt, die oberflachenreaktive Silan-Endgruppen als Ankergruppen zur Reaktion mit der Fest- 
phase sowie eine Alkoxy(oligoalkylenoxid)gruppe oder eine Festphasen-Reaktandengruppe aufweisen, wobei die An- 

30 kergruppe mit der Festphasen-Reaktandengmppe bzw. mit der Alkoxy(oligoalkylenoxid)gruppe uber ein Spacermole- 
kiil verknCipft ist. 

[001 7] Weiterhin wurde festgestellt, dali auf diese Weise hergestellte Bindematrix reproduzierbar und steuerbar mit 
einer definierten Menge an Festphasenreaktanden belegt werden kann, wobei die Festphasenreaktanden ihrerseits 
wieder die Grundlage fur eine reproduzierbare Belegung mit einer oder mehreren Schichten von freien Reaktionspart- 
35 nern dienen konnen. Auf diese Weise wird ein Analysenelement erhalten, das ebenso wie die Bindematrix zum Nach- 
weis von freien Analyten dienen kann. 

[0018] Uberdies besitzt die Bindematrix bzw. das Analysenelement nicht nur eine konstante Homogenitat uber gro- 
fiere Flachenbereiche (Makrohomogenitat), sondern auch innerhalb sehr kleiner Flachenbereiche (Mikrohomogenitat). 
Somit konnen auf einfache Weise kompartimentierte Bindematrices bzw. Anatysenelemente hergestellt werden, die 
40 sich hervorragend zum multiplen Analytennachweis eignen. 

[0019] Ein erster Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft somit eine Bindematrix, enthaltend ein Ankermaterial 
mit einer oxidischen Oberflache und einen daran uber Ankergruppen kovalent gebundenen Festphasen-Reaktanten, 
der mit mindestens einem freien Reaktionspartner bindefahig ist, welche dadurch gekennzeichnet ist, da(i der Fest- 
phasen-Reaktant eine verdunnte und im wesentlichen lateral homogene Bindeschicht auf der Oberflache des Trager- 
45 materials bildet und da(i die Ankergnjppen Silangruppen sind, die mit dem Festphasen-Reaktanten uber ein Spacer- 
molekul verknupft sind und dass die Bindematrix neben den mit Festphasen-Reaktanten verknupften Spacermolekulen 
noch Verdunnermolekule enthalt, die mit Ankergruppen kovalent an die Festphase gebunden sind. 
[0020] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform besteht die verdunnte Monoschicht aus einer Molekulsorte, wobei die 
Oberflache nicht vollstandig belegt ist. Der Belegungsgrad mit dem Festphasenreaktanten, der ein Mali fur die "Ver- 
so dunnung" ist, kann ausgedruckt werden als Quotient aus gefundener Dicke der Monoschicht dividiert durch die theo- 
retische Schichtdicke bei dichter Packung. 

[0021] Der Belegungsgrad der Monoschichten mit dem Festphasen-Reaktanten Ist kleiner als 1 00 %, vorzugsweise 
0,1 bis 90 %, besonders bevorzugt 0,5 bis 70 %, am meisten bevorzugt 1 bis 40 %. 

[0022] Durch den relativ grofien Abstand der einzelnen Molekule des Festphasen-Reaktanten auf der Oberflache 
55 des Tragermaterials enthalt die erfindungsgemafie Bindematrix eine aufgelockerte Schicht im Gegensatz zur dichtge- 
packten Schicht des Standes der Technik. Die verdunnte Monoschicht an der Oberflache der erfindungsgemafien 
Bindematrix ermoglicht eine schnellere Bindung des freien Reaktionspartners aus einer fluiden Phase und zeichnet 
sich uberraschenderweise durch eine hbhere Bindekapazitat aus. 
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[0023] Das Tragermaterial der erfindungsgemSHen Btndematrix weist eine oxidische Oberfl3che auf. Beispiele fur 
oxidische OberflSchen sind Oxide von Metallen oder Halbmetallen (z.B. B Oder Si) in Form von reinen Oxiden oder 
Mischungen davon (z.B. Glas). Spezifische Beispiele sind SiOj, TiOj, AI2O3, FcjOa. AgjO, Cr203, TajOg und Mischun- 
gen davon, wobei Si02, T1O2 und Mischungen davon besonders bevorzugt sind. 

[0024] Die kovalente Bindung des Festphasenreaktanden an die Oberfldche des TrSgermaterials wird durch Anker- 
gruppen vermittelt. Die Ankergruppen sind oberflachenreaktive Silan-Endgruppen, d.h. Gruppen, in den ein oder meh- 
rere Siliziumatome mit Substituenten vorliegen, die eine Reaktion mit einer oxidischen Oberflache eingehen konnen. 
Beispiele fur derartige Substituenten sind Alkoxy-, insbesondere Ci-C4-Alkoxygruppen und Halogen-, insbesondere 
Chloratome. Eine besonders bevorzugte reaktive Endgruppe ist eine Sitangruppe mit der allgemeinen Formel (1) : 

R^R^R^Si- (I) 

worin R'', R2 und R^ gleich oder verschieden sein konnen und Substituenten des Siliziumatoms darstellen, unter der 
Vorraussetzung, dali mindestens einer der Substituenten R*" , R2 und R^ eine Reaktion mit einer oxidischen Oberflache 
eingehen kann. Spezifische Beispiele fur Silan-Engruppen der ailgemeinem Formel (1) sind Monoalkoxydialkylsilan-, 
Dialkoxymonoalkylsilan-, Trialkoxysilan- oder Trihalogensilangruppen, wobei die AlkyI- und Alkoxyreste vorzugsweise, 
1 bis 4 C-Atome, besonders bevorzugt 1 oder 2 C-Atome, und am meisten bevorzugt 1 C-Atom, aufweisen. Bevorzugte 
spezifische Beispiele sind daher Monomethoxydimethylsilan-, Dimethoxymonomethylsilan-, Trimethoxysilan- sowie 
Chlorsilan-Endgruppen. Vorzugsweise ist die Silangruppe (I) eine trifunktionelle Gruppe, d.h. alle 3 Substituenten kon- 
nen eine Reaktion mit der oxidischen Oberflache eingehen, z.B. Trimethoxysilan. 

[0025] Andererseits kann die Ankergruppe auch durch Reaktion der oxidischen Tragermaterialoberflache mit einer 
oberflachenreaktiven Silangruppe der allgemeinen Formel (II) gebildet werden: 

25 

R'R^Si - 

O (II) 
RVsi - 

30 

worin R"" , R^, R3 und R^ entsprechend der Definition in Formel I sind, unter der Vorraussetzung, dafi mindestens einer 
der Substituenten R'' und R2 oder R^ und R** eine kovalente Bindung mit einer oxidischen Oberflache eingehen kann. 
Spezifische Beispiel fur reaktive Silan-Endgruppen der Formel (II) sind Tetramethyldisilanoxy- oder Tetramethoxydi- 
silanoxygruppen. Vorzugsweise ist die Silangruppe (II) eine tetrafunktionelle Gruppe, d.h. alle 4 Substituenten konnen 
eine Reaktion mit der oxidischen Oberflache eingehen, z.B. Tetramethoxydisilanoxy. 

[0026] Die Ankergruppe ist mit dem Festphasenreaktanden uber ein Spacermolekut, vorzugsweise Ober ein flexibles 
lineares Spacermolekul mit einer Kettenlange von 2 bis 50, insbesondere 4 bis 40 Atomen verknupft. Besonders be- 
vorzugt umfalit das Spacermolekul eine gegebenenfalls substituierte oder/und Heteroatome enthaltende Alkylengrup- 
pe. Als Substituenten kommen zweckmaliigerweise nur solche Atome oder Gruppen in Frage, die nicht mit der oxidi- 
schen Oberflache eine kovalente Bindung eingehen konnen, z.B. Halogenatome oder zweifach gebundener Sauerstoff. 
Beispiele fur Heteroatome sind insbesondere N, 0 und S, wobei N und O bevorzugt sind. 

[0027] Auf der einen Seite des Spacermolekuls befindet sich die Ankergruppe, die kovalent an die Oberflache des 
Tragermaterials gebunden ist. Auf seiner anderen Seite, d.h. vom Tragermaterial wegstehend, enthalt das Spacermo- 
lekul eine oder mehrere Verknupfungsgruppierungen, uber die der Festphasen-Reaktant oder eine Komponente davon 
mit dem Spacermolekul verknupft ist. Bei diesen Verknupfungsgruppierungen kann es sich z.B. um eine Amino- oder 
Hydroxy If unktlon handein, die z.B. mit einer Carboxylfunktion des Festphasen-Reaktanden unter Blldung einer Ester- 
oder Amidgruppe verknupft ist. Das Spacermolekul kann jedoch auch als Verknupfungsgruppe eine Carboxylfunktion 
enthalten, die dann wiederum mit einer reaktiven Amino- oder Hydroxylfunktion des Festphasenreaktanden verknupft 
ist. 

[0028] Eine bevorzugte Moglichkeit zur Herstellung einer erfindungsgemaHen Bindematrix ist der Einbau einer hy- 
drophilen Linkergruppe zwischen dem Spacermolekul und der Festphasen-Reaktanten. Dieser Linker ist insbesondere 
ein geradkettiges Molekul mit einer Kettenlange von 4 bis 15 Atomen. Bevorzugt ist dabei eine Linkergruppe, die eine 
Oder mehrere hydrophile Ethytenoxideinheiten, vorzugsweise zwischen 1 und 5 enthalt. Besonders bevorzugt wird die 
hydrophile Linkergruppe durch ein Amin- oder Hydroxyl-terminiertes Polyethylenoxid gebildet. Als besonders geeig- 
neter Linker hat sich 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan (DADOO) erwiesen. 

[0029] Zwischen dem hydrophilen Linker und dem Festphasen-Reaktanten kann gegebenenfalls noch ein weiteres 
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Spacermolekul eingebaut werden, das wie pben definiert ist. 

[0030] Es soli klargestellt werden, daB fur die Herstellung einer erfindungsgemafien Bindematrix mit einer verdunn- 
ten Monoschicht des Festphasen-Reaktanten mehrere Moglichkelten bestehen. Im folgenden werden einige dieser 
Mdglichkeiten aufgefuhrt. 

5 [0031] EIne erste Mogllchkelt zur Herstellung der erfindungsgemafien verdiinnten Bindematrix besteht In der Wahl 
geeigneter Beschichtungsbedingungen. So kann durch Variation von Parametern, wie der Konzentration des Festpha- 
senreaktanden, der mit der oxidischen Oberflache in Kontakt gebracht wird, den Reaktionsbedingungen, wie etwa 
Temperatur, Reaktionsdauer oder der Reaktivitat der Ankergruppen des Festphasen-Reaktanten, eine geeignete Ver- 
dunnung der Bindeschicht an der Oberflache des Tragermaterials erreichen. Bezuglich dieser Parameter ist festzu- 

10 stellen, dali die Belegungsdtchte des Festphasen-Reaktanten auf der Oberflache des Tragermaterials bei Erhohung 
der Konzentration des Festphasen-Reaktanten, der Reaktionstemperatur, der Reaktionsdauer und der Reaktivitat der 
Ankergruppen ansteigt, wahrend umgekehrt bei Erniedrigung dieser Parameter eine Verringerung der Betegungsdichte 
erreicht werden kann. Die zur Herstellung einer verdunnten Bindematrix geeigneten Reaktionsbedingungen sind im 
folgenden ausfuhrlicher beschrleben. 

15 [0032] Erfindungsgemaft wird die Herstellung einer verdunnten Bindeschicht des Festphasen-Reaktanten durch 
gleichzeitige BIndung von Molekulen des Festphasen-Reaktanten und von Verdunnungsmolekulen an die Oberflache 
des Tragermaterials erreicht. 

[0033] In dieser Ausfuhrungsform enthalt die erfindungsgemafie Bindematrix zusatzlich noch Spacermolekule, die 
zwar mit einer Ankergruppe versehen sind, aber an die kein Festphasen-Reaktant gebunden ist. Derartige Verbindun- 
20 gen werden im weiteren auch als Verdunnungsmolekule bezeichnet. Wenn man z.B. biotinylierte und nicht biotinylierte 
Spacermolekule im Verhaltnis von 1:10 bis 1:2 einsetzt, so erhalt man eine verdunnte Biotin-Monoschicht, die den 
freien Reaktionspartner mit hoher Geschwindigkeit und grolier Kapazitat binden kann. 

[0034] Geeignete Verdunnungsmolekule enthalten eine Ankergruppe und einen Spacerbestandteil sowie ggf. ein 
Linkermolekul, wobei sich die Kettenlange des Spacermolekuls des Verdunnungsmolekuls um nicht mehr als 1-5, 
25 bevorzugt nicht mehr als 1 - 2 Atome von der Kettenlange des Spacermolekuls unterscheidet, das an den Festphasen- 
Reaktanten gebunden vorliegt. Es hat sich weiterhin als zweckmafiig erwiesen, da(l die Mindestkettenlange des Ver- 
dunnungsmolekuls 6 Atome (ohne Ankergruppe und hydrophile Linkergruppe) betragt. 

[0035] Anstelle des Festphasen-Reaktanten befindet sich vorzugsweise an dem von der Ankergruppe entfernten 
Ende des Verdunnungsmolekuls eine funktionelle Gruppe, wie z. B. eine Hydroxylgruppe, eine Carbonsauregruppe, 

30 eine Carbonsaureethylester- oder Methylestergruppe, eine Carbonsaureamidgruppe, eine mit 1 oder 2 Methyl- oder 
Ethylgruppen substitutierte Carbonsaureamidgruppe, eine Sulfonsauregruppe, eine Sulfonamidgruppe oder eine Alk- 
oxyoligoalkylenoxidgruppe, insbesondere eine Ci-C4-Alkoxy(C2-C4-alkylenoxid)gruppe mit 1 - 10 Alkyienoxideinhei- 
ten. Besonders bevorzugt sind Methoxyoligoalkylenoxidgruppen, wobei eine Alkylenoxidgruppe 2 bis 4 C-Atome, am 
meisten bevorzugt 2 C-Atome aufweisen kann. Die Anzahl der Alkylenoxidgruppen betragt vorzugsweise 1 bis 10. Am 

35 meisten bevorzugt sind Methoxymonoethylenoxid-, Methoxydiethylenoxid- und Methoxytriethylenoxid- und Methoxy- 
tetraethylenoxidgruppen. Vorzugsweise enthalt ein bevorzugtes Verdunnungsmolekul somit auf der einen Seite des 
Spacerbestandteils eine mit dem Tragermaterial reaktive Ankergruppe und auf der anderen Seite eine hydrophile End- 
gruppe. 

[0036] Weiterhin konnen ein Spacer mit Festphasen-Reaktant und ein Spacer ohne Festphasen-Reaktant uber eine 
40 kovalente Bindung verknupft werden. Diese Verknupfung erfolgt vorzugsweise uber eine Si-O-Si-Brucke. 

[0037] In solchen gemischten Monoschichten, die aus Verdunnungsmolekulen (Spacermolekulen ohne Festphasen- 
Reaktant) und aus Spacermolekulen mit Festphasen-Reaktant bestehen, betragt der Anteil der Spacermolekule mit 
Festphasen-Reaktant zweckmafiig 0,1 - 90 mol-%, vorzugsweise 0,5 - 50 mol-% und besonders bevorzugt 1 - 40 mol- 
%. 

45 [0038] In alien bisher genannten Bindefilmen besteht der Festphasen-Reaktant aus einer Komponente. Dabei han- 
delt es sich vorzugsweise um Biotin oder Biotin-anatoge Molekule wie Desthiobiotin, Iminobiotin oder HABA (4-Hydro- 
xy-phenyl-azo-benzoesaure), die ebenfalls mit Streptavidin reagieren. 

[0039] Weitere Beispiele fur geeignete Festphasen-Reaktanten sind jedoch auch mit einem Antikorper bindefahige 
Antigene oder Haptene. In diesem Fall ist der Festphasen-Reaktant vorzugsweise ein Hapten mit einem Molekular- 

50 gewicht von 100 bis 1200. Geeignet sind beispielsweise Steroide (wie z.B. Digoxin, Digoxigenin, Cortisol, Oestriol, 
Oestradlol, Theophyllin, Diphenylhydantoin, Testosterol, Gallensauren, Progesteron und Aldosteron); kurzkettige Pep- 
tide (wie z.B. Argipressin, Oxytocin und Bradykinin); Fluorescein und seine Derivate; T3, T4, Aflatoxin, Atrazin, Pflan- 
zenhormone wie z.B. Gibberilline; und Alkaloide (wie z.B. Reserpin und Ajmalictn). Weitere Beispiele fur geeignete 
Festphasenreaktanden sind auch Oligo- und Polynukleotide, die mit freien Nukleinsauren komplementarer Sequenz 

55 binden konnen. 

[0040] Besonders bevorzugt werden als Hapten Biotin und Biotinderivate, Digoxin, Digoxigenin, Fluorescein und 
Derivate sowie Theophyllin eingesetzt. 

[0041] Andererseits kann der Festphasen-Reaktant auch aus mehreren Komponenten bestehen. Darunter ist ins- 
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besondere zu verstehen, daft eine innere Komponente des Festphasen-Reaktanden kovalent mit einem Spacermo- 
lekul verknupft ist und nicht kovalent an die aufiere Komponente des Festphasen-Reaktanden gebunden ist. Dabei ist 
dann die Sufiere Komponente des Festphasen-Reaktanden zur Bindung eines freien Reaktionspartners in der Lage, 
Beispielsweise kann es sich bei der inneren Komponente um Biotin und bei der aufteren Komponente um Streptavidin 

5 handeln. Eine solche Bindematrix ist wiederum in der Lage, biotinylierte Reaktionspartner aus einer Losung zu binden, 
da Streptavidin vier Bindestellen fur Biotin besitzt, von denen mindestens zwei noch frei sind. 
[0042] Eine Bindeschicht, die einen aus zwei Komponenten bestehenden Festphasen-Reaktanden enthalt, ist dann 
eine erfindungsgemafie Bindematrix, wenn die aufiere, d.h. die mit einem freien Reaktionspartner bindefahige Kom- 
ponente des Festphasen-Reaktanden (d.h. im speziellen Fall Streptavidin) eine verdunnte Schicht an der Oberflache 

10 der Bindematrix bildet. Vorzugsweise bildet die Innere Komponente des Festphasen-Reaktanden eine unverdunnte 
Schicht an der Oberflache der Bindematrix, an die sich die aufiere Komponente des Festphasen-Reaktanden unter 
Bildung einer verdunnten Schicht aniagern kann. 

[0043] So bindet eine dichtgepackte Biotinmonoschicht mit 100 % Belegung (die selbst keine erfindungsgemafie 
Bindematrix darstellt) Streptavidin mit einer geringeren Belegungsdichte. Diese verdunnte Streptavidin-Schicht stellt 

15 dann wiederum eine erfindungsgemafie Bindematrix dar, die einen freien Reaktionspartner, z.B. einen biotinylierten 
Antikorper zu einem dichtgepackten Film binden kann. Eine verdunnte Biotinmonoschicht, die beispielsweise durch 
Verwendung eines Festphasen-Reaktanden mit Spacer und Linker hergestellt wurde und die selbst eine erfindungs- 
gemafie Bindematrix fur die Bindung von freiem Streptavidin darstellt, kann Streptavidin zu einem dichtgepackten Film 
mit 100 % Belegung binden. Die dabei resultierende, dichtgepackte Streptavidinschicht stellt jedoch wiederum keine 

20 erfindungsgemafie Bindematrix dar (well nicht flexibel) und kann einen Reaktionspartner (z.B. einen biotinylierten An- 
tikorper) nurzu einem ca. 10 % belegten Film binden, 

[0044] Dieses erfindungsgemafie Prinzip des verdunnten bindefahigen Festphasen-Reaktanden lafit sich von der 
Biotin-Streptavldin-Bindung auch auf andere Bindepaare, also z.B. Antikorper-Antigen etc. erweitern. 
[0045] Der Belegungsgrad des Festphasen-Reaktanden an der Oberflache der Bindematrix ist durch eine Dtcken- 
25 messung der Bindeschicht bestimmbar. Dabei nimmt die gemessene Schichtdicke mit dem Belegungsgrad der Bin- 
deschicht ab. 

[0046] Die Vorteile der erfindungsgemafien Bindematrix kommen uberraschenderweise besonders gut in kleinen 
Flachenbereichen, beispielsweise in Flachen < 0,5 cm^ und insbesondere < 0,1 cm^ zur Geltung. Damit kann eine 
Bindematrix hergestellt werden, die eine Vielzahl von raumlich getrennten Bereichen bzw. 
30 [0047] Kompartimenten aufweist, auf der mit ortsauflosenden Detektionsmethoden die Bindung von freien Reakti- 
onspartnem an den Festphasenreaktanden sowohl qualitativ als auch quantitativ getrennt voneinander nachgewiesen 
werden kann. 

[0048] Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher eine kompartimentierte Bindematrix, 
welche dadurch gekennzeichnet ist, dafi auf einem Tragermaterial eine Vielzahl von raumlich getrennten bzw, diskreten 

35 Bereichen angeordnet ist, die jeweils eine erfindungsgemafie Bindematrix umfassen. 

[0049] Die raumlich getrennten Bereiche bzw. Spots sind auf der gemeinsamen Tragermaterlaloberflache vorzugs- 
weise in einem regelmafiigen IVIuster nebeneinander aufgebracht. Vorteilhaft sind 10-100 Spots pro cm^ Oberflache 
des Tragermaterials und besonders vorteilhaft sind 20-50 Spots. Der Durchmesser der Spots betragt vorzugsweise 
0,1-1 mm. Der Abstand zwischen den aufieren Begrenzungen der einzelnen Spots betragt vorzugsweise 0,1 - 1 mm, 

40 um ein getrenntes Auftragen von Reagenzien zu erieichtern. 

[0050] Vorzugsweise werden die raumlich getrennten, jeweils eine Bindematrix umfassenden Flachenbereiche auf 
ein Tragermaterial mit nicht-oxidischer Oberflache aufgebracht. Vorzugsweise werden die Bereiche bzw. Spots in ei- 
nem regelmafiigen Muster aufgebracht. Um das gewunschte Muster von Oxid-Spots auf der Tragermaterialoberfiache 
zu erhalten, kann beim Aufbringen der Spots eine Maske auf das Tragermaterial aufgelegt werden, in der das ge- 

45 wunschte Muster freigelassen ist. Die Maske kann anschliefiend mit oxidischem Material bedampft oder besputtert 
werden, wobei auf der nicht-oxidischen Tragermaterialoberfiache ein Muster mit Oxid-Spots entsteht. 
[0051] Oxid-Spots konnen auch so hergestellt werden, dafi eine oxidische Oberflache mit nicht-oxidischem Material 
so bedeckt wird, dafi das nicht-oxidische Material die Zwischenflachen zwischen einzetnen Spots des oxidtschen Ma- 
terials bildet. 

50 [0052] Anschliefiend werden die Oxid-Spots auf der Trageroberflache mit der verdunnten erfindungsgemafien Bin- 
dematrix belegt. In einer Ausfuhrungsform der voriiegenden Erfindung enthalten die raumlich getrennten Oxid-Spots 
Bindematrices mit jeweils gleichen Festphasenreaktanden, wobei der Verdunnungsgrad des Festphasenreaktanden 
auf den einzelnen Spots gegebenenfalls variiert werden kann. Andererseits konnen die einzelnen raumlich getrennten 
Oxid-Spots auch Bindematrices mit unterschiedlichen Festphasenreaktanden umfassen. 

55 [0053] Ein weiterer Aspekt der voriiegenden Erfindung ist ein Analysenelement, das eine verdunnte Bindematrix 
enthalt, wobei der Festphasenreaktand mit einer oder mehreren zusatzlichen Schichten von Reaktionspartnern belegt 
ist. Uberraschendenweise wurde namlich festgestellt, dafi ein erster freier Reaktionspartner gut reproduzierbar und 
homogen an den Festphasenreaktanden der erfindungsgemafien Bindematrix binden kann. Uber den Verdunnungs- 
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grad des Festphasenreaktanden kann uberraschenderweise soger die Menge des Reaklionspartners uber weite Be- 
reiche variiert werden. 

[0054] Nach Bindung einer definierten Menge des ersten freien Reaktionspartners an die Bindematrix kann das 
resultierende Analysenelement seinerseits noch weitere spezifische Reaktionspartner in einer weiteren Schicht sehr 

5 gut und reproduzierbar binden. 

[0055] So kann beispielsweise eine erfindungsgemafie Bindematrix, die Biotin als Festphasenreaktanden enthalt, 
mit Streptavidin reproduzierbar beschlchtet werden und diese Streptavidinschicht kann ihrerseits wieder sehr gut re- 
produzierbar mit einer Schicht eines biotynllierten freien Reaktionspartners belegt werden. Der an den Festphasenre- 
aktanden bindefahige Reaktionspartner ist vorzugsweise ein spezifischer bioaffiner Bindungspartner, der zum Nach- 

10 wels von freien, sich in einer Probelosung befindlichen Analyten verwendet werden kann. 

[0056] Beispiele fur geeignete bindefahige Reaktionspartner sind z.B. Antikorper, Antigene, Haptene oder Nuklein- 
sauren. 

[0057] In einer Ausfuhrungsform kann eine kompartimentierte Bindematrix, die eine Vielzahl von raumlich getrennten 
Spots mit jeweils verdunnten Bindeschichten eines Festphasenreaktanden enthatt, direkt zur reproduzierbaren Auf- 

15 gabe von einer oder mehreren weiteren Schlchten gleicher oder verschiedener Reaktionspartner dienen. 

[0058] In einer anderen Ausfuhrungsform werden die verdunnten Bindeschichten der einzelnen Spots jeweils durch 
eine weitere Bindeschicht belegt. Da diese Belegung erfindungsgemafi auch auf sehr kleiner Flache reproduzierbar 
ist, kbnnen diese Bindeschichten sehr gut fur die reproduzierbare Belegung einer einstellbaren Menge einer dritten 
Bindeschicht mit Reaktionspartnern dienen, die innerhalb des Analyseelements gleich oder von Spot zu Spot verschie- 

20 den sein konnen. 

[0059] Bei beiden Ausfuhrungsformen kann jeder Spot des Analysenelements separat mit einer definierten Menge 
an Reaktionspartnern belegt werden, ohne dal^ unspezifische Bindungen diese Belegung storen. Selbst bet sehr klei- 
nen Abmessungen der Spots kann eine homogene Belegung erreicht werden. Dadurch ist die Herstellung von Analy- 
senelementen mit einer Vielzahl von Spots, die eine konstante und homogene Belegung eines Reaktionspartners 
25 aufweisen, auf sehr kleinem Raum moglich. Zusatzlich laBt sich die Belegung verschiedener Spots mit dem Reakti- 
onspartner auch uber den Verdun nungsgrad verschiedener Bindeschichten einfach und reproduzierbar steuern, so 
dad jeder Spot individuell bezuglich des nachzuweisenden Analyten und bezuglich der hierfur erforderllchen Senslti- 
vitat eingestellt werden kann. 

[0060] Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung ist daher ein multiples Analysenelement auf Basis einer 
30 kompartimentierten Bindematrix, das eine parallele qualitative oder/und quantitative Bestimmung einer Vielzahl von 
Analyten in einer Probe oder eines Analyten in verschiedenen Proben auf engem Raum erlaubt, wobei nur sehr geringe 
Reagenzmengen benotigt werden, so dafi diese Bestimmungen nur sehr wenig durch unspezifische Bindungen von 
Blut-und Serumbestandteilen, wiez.B. Fibrinogen, gestort werden. Gegenuberkonventionellen " Multipara meter"-Ana- 
lysenelementen wie z.B. Mikrotiterplatten kann dabei eine wesentlich hohere Zahl von Analysenbereichen auf einer 
35 gegebenen Flache angeordnet werden. So konnen bis zu 100 Bindematrix-Spots pro cm2 problemlos angeordnet 
werden. 

[0061] Das erfindungsgemaRe kompartimentierte Analysenelement kann auf einer Bindematrix mit gletchen oder 
unterschiedlichen Festphasenreaktanden basieren. Eine bevorzugte Ausfuhrungsform ist ein kompartimentiertes Ana- 
lysenelement auf Basis einer Bindematrix, die auf jedem Spot den glelchen Festphasenreaktanden enthatt. Jeder Spot 
40 kann seinerseits zur raumlich begrenzten und reproduzierbaren homogenen Bindung von gegebenenfalls unterschied- 
lichen freien Reaktionspartnern dienen. 

[0062] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Analysenelement zur Bestimmung unterschied- 
llcher Analyten in einer Probe, umfassend eine kompartimentierte Bindematrix, worin die einzelnen raumlich getrennten 
Bindematrix-Bereiche mit jeweils unterschiedlichen, an den Festphasenreaktanden bindefahigen Reaktionspartnern 
45 belegt sind. Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Analysenelement zur Bestimmung glei- 
cher Analyten in verschiedenen Proben, umfassend eine kompartimentierte Bindematrix, worin die einzelnen raumlich 
getrennten Bindematrix-Bereiche mit jeweils gleichen, an die Festphasenreaktanden bindefahigen Reaktionspartnern 
belegt sind. 

[0063] Die erfindungsgemafien Multianalyt-Analyseelemente umfassen vorzugsweise ein flachenformiges Trager- 
50 material, dessen Oberflache mit einem regelmafiigen Muster raumlich getrennter Bereiche bedeckt ist, welche jeweils 
eine Bindematrix enthalten, die mit einer oder mehreren Schichten von zusatzllchen Reaktionspartnern belegt ist. 
[0064] Weiterhin ein Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung einer erfmdungsge- 
mafien Bindematrix. Aufgrund der unterschiedlichen Natur der erfindungsgemafien Bindematrizes sind auch die Her- 
stellungsverfahren im Detail unterschiedlich. Mehrere bevorzugte Varianten dieser Herstellungsverfahren sind in den 
55 Ausfuhrungsbeispielen dargestellt. Allgemein beinhaltet das erfindungsgemafie Verfahren die Inkubation des Trager- 
materials mit einer Reaktionslosung, in der die Molekule voriiegen, welche die Bindeschicht der erfindungsgemafien 
Bindematrix bilden. Diese Molekule enthalten an gegenuberiiegenden Seiten die Ankergruppe und den Festphasen- 
Reaktanden (wobei in einigen Ausfuhrungsformen der voriiegenden Erfindung nicht alle Molekule der Bindeschicht 
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mit einem Festphasen-Reaktanden verknupft sein mussen). Vorzugsweise ist Festphasen-Reaktant uber ein Spacer- 
molekul mit der Ankergruppe verknupft. Die Bindung der Ankergruppen an das Tragernnaterial aus der Losung unter 
Bildung der erfindungsgemSfien BIndematrix ist ein spontaner Prozefi. 

[0065] Die Beschichtung von oxidischen OberflSchen mit Silanen erfolgt dadurch, daft eine Losung der Silanverbtn- 
5 dung bzw. des Gemisches von Silanverbindungen mit einer zuvor gerelnigten oxidischen Oberfiache in Kontakt ge- 
bracht werden. Die Reinigung der oxidischen Oberfiache erfolgt vorzugsweise durch Kochen in einer starken anorga- 
nischen Saure, z.B. HNO3, H2SO4, HCI und besonders bevorzugt Konigswasser {H2SO4/HCI). Anschlieflend wird die 
oxidische Oberfiache zur Entfernung der Saure gewaschen und getrocknet. Dann wird die auf diese Weise gereinigte 
Oberfiache mit der Losung der Silanverbindung in Kontakt gebracht. Als Losungsmittel geeignet sind wasserfreie or- 
10 ganische Losungsmittel, wie etwa Methanol, Chloroform oder Mischungen davon. Weiterhin Ist es bevorzugt, daR die 
Bindeschicht unter Schutzgas, z.B. Nj, aufgebracht wird. 

[0066] Bei einer unvollstandlgen Silanisierung der oxidischen Oberfiache zur Erzeugung einer verdunnten Binde- 
schicht des Festphasenreaktanden ohne Verwendung eines Silanverdunners betragt die Konzentration der Festpha- 
senreaktand-Silanverbindung vorzugsweise 10*^ bis lO'^ Gew.-% in einem geeigneten Losungsmittel, besonders be- 
15 vorzugt 5 x 10*3 Gew.-% bis 5 x 1 0-2 Gew.-%. Die Reaktionsdauer betragt vorzugsweise 10 bis 60 Minuten, besonders 
bevorzugt 20 bis 40 Minuten, und die Temperatur der Reaktion betragt vorzugsweise 10 bis 50°C, besonders bevorzugt 
Raumtemperatur. 

[0067] Wenn die oxidische Oberfiache mit einer Kombination aus Biotinsilan und Silanverdunner beschichtet werden 
soil, betragt die Konzentration der Silanverbindungen im Losungsmittel vorzugsweise 0,1 bis 5 Gew.-%, besonders 
20 bevorzugt 0,5 bis 2 Gew.-%, wobei die einzelnen Verbindungen in den jeweils gewunschten Anteilen elngesetzt werden. 
Die Reaktionszeit betragt vorzugsweise 1 bis 8 Stunden, besonders bevorzugt 3 bis 5 Stunden. Die Temperatur betragt 
vorzugsweise 10 bis 50°C, besonders bevorzugt Raumtemperatur. 

[0068] Nach Durchfuhrung der Reaktion werden die Oberflachen anschliefiend gespult, vorzugsweise mit dem zum 
Aufbringen des Silans verwendeten Losungsmittels und fur eine Dauer von 20 Minuten bis 8 Stunden bei erhohter 

25 Temperatur, z.B. 60 bis 140*^0 in einem Ofen, gegebenenfalls unter Vakuum, konditioniert. 

[0069] Gegebenenfalls kann in einem zweiten Schritt durch Inkubation mit einer zweiten Reaktionslosung eine wei- 
tere Substanz angelagert werden, insbesondere wenn der Festphasen-Reaktant aus mehreren, nicht kovalent mitein- 
ander verbundenen Komponenten besteht. Zum Aufbringen der zweiten und ggf. weiteren Schichten sind die Reakti- 
onsbedingungen nicht kritisch, so dafl ohne Schutzgas und mit Wasser als Losungsmittel gearbeitet werden kann. 

30 [0070] Die nach dem erfindungsgemafien Verfahren hergestellte Bindeschicht ist mikroskopisch homogen, wie z.B. 
durch geeignete Verfahren, wie etwa Wellenleiter-Messungen oder Weifilicht-lnterferometrie nachweisbar ist. 
[0071] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung einer kompartimentier- 
ten Bindematrix, wobei man raumlich getrennte Bereiche auf einem Tragermaterial, die eine oxidische Oberfiache 
aufweisen, mit gleichen oder verschiedenen Reaktionslosungen inkubiert, worin Molekute enthalten sind, die aus ober- 

35 flachenaktiven Silan-Endgruppen und damit uber Spacermolekiile verknupften, gleichen oder verschiedenen Festpha- 
senreaktanden bestehen. Vorzugsweise werden die raumlich getrennten Bereiche mit oxidischer Oberfiache auf ein 
Tragermaterial mit nicht-oxidischer Oberfiache, z.B. durch Aniegen einer Maske und Bedampfen oder Besputtern mit 
oxidischem Material, aufgebracht. 

[0072] Sollen die Bereiche bzw. Spots der kompartimentierten Bindematrix gleich seIn, kann das Tragerelement 
40 einfach in eine Reaktionslosung eingetaucht werden, welche die fur die Erzeugung der gewunschten Bindematrix 
notwendigen Molekuleenthalt. Sollen die Bindematrices der einzelnen Bereiche jedoch unterschiedlich sein, so werden 
verschiedene Reaktionslosungen auf einzelne Oxidspots aufgegeben, die jeweils andere Festphasenreaktanden ent- 
halten. Stattdessen oderzusatzlich konnen auch unterschiedliche Verdunnungsgrade der Bindematrices auf verschie- 
denen Spots erzeugt werden, indem z.B. ein unterschiedlicher Anteil an Verdunnungsmolekulen in den einzelnen 
45 Reaktionslosungen vorhanden ist, die auf verschiedene Spots aufgegeben werden. Diese raumlich getrennte Aufgabe 
der Reaktionslosungen kann uber gebrauchliche Methoden wie Pipettieren, Stempel- oder Drucktechniken, wie z.B. 
Ink-Jet erfolgen. 

[0073] Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines Analysen- 
elements, wobei man eine erfindungsgemafie Bindematrix mit mindestens einer Reaktionslosung inkubiert, worin Mo- 

50 lekule von weiteren, an die Bindematrix bindefahigen Reaktlonspartnern enthalten sind. 

[0074] Die Herstellung von kompartimentierten Analysenelementen kann auf verschiedene Weise erfolgen. Im ein- 
fachsten Fall wird eine Losung von gleichen oder verschiedenen Reaktlonspartnern auf verschiedene Bindematrix- 
Spots, die jeweils mit einer verdunnten Bindeschicht belegt sind, z.B. mit einer Pipette aufgebracht. Diese Reaktions- 
partner mussen zur Bindung an den Festphasenreaktanden an der Oberfiache der kompartimentierten Bindematrix in 

55 der Lage sein. Vorzugsweise verwendet man daher als Reaktionspartner Konjugate, die eine zur Bindung an den 
Festphasenreaktanden fahige Gruppe enthalten. Ein Beispiel fur solche Konjugate sind Antikorper, die mit Biotin ge- 
koppelt sind. Auf unterschiedliche Oxid-Spots, die mit einer verdunnten Blotin-Silan-Bindematrix und einer daran ge- 
bundenen Streptavidin-Bindeschicht als Festphasenreaktand belegt sind, konnen auf den einzelnen Spots gleiche 
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Oder verschiedene biotinylierte Antikorper aufgebracht werden, die sich dann an die einzelnen Streptavidinschichten 
binden. Man erhalt auf diese Weise ein Anatysenelement, das auf engstem Rauna verschiedene Felder besitzt, die 
gegebenenfalls zur Bindung vieler unterschiedlicher freier Arialyten in der Lage sind. 

[0075] Wird auf jeden Spot der gleiche biotinylierte Antikorper aufgebracht, so konnen mit dem Analysenetement 
5 mehrere Proben parallel bestimmt werden, die einen mit dem festphasengebundenen Antikorper reaktlven Analyten 
enthalten. 

[0076] Weitere Moglichkeiten zur Aufgabe verschiedener Reaktionspartner auf die jeweiligen Spots sind Druck- oder 
Stempeitechniken, Insbesondere Ink-Jet, oder die Aufgabe mittels einer Mikromultipinplatte analog zur Aufgabe ver- 
schiedener Reagenzien auf Mikrotiterplatten. 
10 [0077] Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer Probeld- 
sung mittels einer spezifischen Bindungsreaktion zwischen mindestens zwei bioaffinen Reaktanden, von denen einer 
an eine Festphase gekuppelt vorliegt und der oder die anderen Partner frei sind, wobei man einen Festphasen-Reak- 
tanden verwendet, der Bestandteil einer erfindungsgemaBen Bindematrix ist. 

[0078] Bei einem derartigen Verfahren kann der Nachweis der Bindung des freien Reaktionspartners an den Fest- 
15 phasenreaktanden dadurch ermoglicht werden, dafi der freie Bindungspartner eine Markierungsgruppe tragt. Ge- 
brauchlich ist Insbesondere die Markierung mit einem Enzym oder mit einem fluoreszierenden oder lumineszierenden 
Bestandteil. Die dadurch ermoglichte indirekte optische Beobachtung der Bindung eriaubt einen genauen quantitativen 
Nachweis. 

[0079] GrundsStzlich kann die Bindung optische, elektrochemisch, aber auch uber die Warmetdnung oder die Mas- 
20 senbildung bestimmt werden. Fur elektrochemische Techniken kommen insbesondere potentiometrische oder ampe- 
rometrische Methoden in Frage, wie sie beispielsweise in "Biosensors", Turner, Karube, Wilson (eds.), Oxford Press, 
1 987 Oder Bergveld, Biosensors & Bioelectronics 6, 55-72 (1 991 ) beschrieben sind. Bestimmungen uber die elektrische 
Leitfahigkeit oder Kapazitatsanderung sind als elektrochemische Techniken ebenfalls moglich. 
[0080] Vorzugsweise erfolgt jedoch der Nachweis der Bindung durch optische, insbesondere refiexionsoptische 
25 Techniken, bei der die Zunahme der Schichtdicke einer extrem dunnen Schicht mit dem tragerfixierten Reaktanden 
durch Bindung des freien Bindungs partners beobachtet werden kann. Ein Uberblick uber diese Techniken wird gegeben 
in Sadowski: "Review of optical methods in immunosensing", SPIE, Vol. 954 Optical testing and Metrology II (1988), 
413-419. 

[0081] Ein besonders bevorzugtes reflexionsoptisches Verfahren ist der Nachweis der Bindung durch Wellenleiter- 

30 Messungen und Weiftlicht-lnterferometrie. 

[0082] Die Wellenleiter-Messungsmethode ist in Anal. Let. 23 (3), 411-424 (1990) beschrieben und beruht darauf, 
dafi Laserlicht uber ein Gitter auf dem Sensor in eine wellenleitende Schicht eingekoppelt wird. Die Einkoppelbedin- 
gungen (Winkel) sind abhangig von den Verhaltnissen an den Grenzflachen der wellenleitenden Schicht. Uber die 
Anderung der Einkoppelbedingungen kann somit auf die Dicke der Bindeschicht auf der Oberflache geschlossen wer- 

35 den. 

[0083] Ein weiteres geeignetes Verfahren zur Bestimmung der Schichtdicke an der erfindungsgemafien Bindematrix 
ist die Weifilicht-lnterferometrie. Derartige MeBsysteme werden von der Firma Carl Zeiss, Oberkochen, BRD vertrie- 
ben. Das Mefisystem fur die WeiBlicht-lnterferometrie besteht aus einem Diodenzeilenspektrometer, einer Beleuch- 
tungseinrichtung, vorzugsweise einem Y-Lichtleiter mit 2 Lichtleitbundein, die an einem Ende zusammengefafit und 

40 statistisch vermischt sind und einer Reflexionsoptik. 

[0084] Bei Ven/vendung einer kompartimentierten Bindematrix oder eines kompartimentierten Analysenelements ist 
die parallele Bestimmung unterschiedlicher, d.h. von mindestens zwei Analyten in einer Probelosung bzw. die parallele 
Bestimmung eines Analyten in verschiedenen Probelbsungen moglich. Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung 
ist somit ein Verfahren zur parallelen Bestimmung unterschiedlicher Analyten in einer Probelosung, wetches dadurch 

45 gekennzeichnet ist, da(i man die Probelosung mit einer kompartimentierten Bindematrix oder einem kompartimentier- 
ten Analysenelement in Kontakt bringt und das Vorhandensein oder/und die Menge der unterschiedlichen Analyten in 
der Probelosung durch ortsauflosende Messung an den einzelnen raumlich getrennten Bindematrixbereichen be- 
stimmt. 

[0085] Um die Bindung der Analyten auf einzelnen Spots nebeneinander qualitativ und insbesondere auch quantitativ 
50 nachweisen zu konnen, werden ortsauflosende Detektionsmethoden verwendet. Eine bevorzugte Methode ist die kon- 
fokale Fluoreszenzmikroskopie. Bei dieser Methode wird auf jedem Spot einzein ein zur Markierung verwendeter Fluo- 
reszenzfarbstoff mit Hilfe eines Lasers, der eine geeignete Wellenlange imitiert, zur Fluoreszenz angeregt. Das emit- 
tierte Licht wird mittets empfindlicher Detektoren, wie z.B. integrierender CCD-Kameras, aufgezeichnet und mit einer 
geeigneten Computersoftware zur Bildauswertung quantifiziert. Auch andere fluoreszenzmikroskopische Methoden 
55 sind zur Auswertung gut geeignet. In diesem Fall werden mehrere Spots in einem Bildausschnitt gleichzeitig betrachtet. 
Die Auswertung der einzelnen Spots erfolgt dann z.B. hintereinander mit Hilfe geeigneter Bildauswertungssoftware. 
[0086] Weiterhin kann die Auswertung auch mit Hilfe der bereits beschriebenen reflektionsoptischen Techniken er- 
folgen. Auch andere ortsauflosende Detektionsmethoden, z.B. elektrochemische Methoden, Leitfahigkeitsmessung 
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Oder die Messung von radioaktiver Markierungen sind moglich. 

[0087] Zur Analyse einer Probe auf unterschiedliche Analyten kann die Probe entweder groRflachig auf die kompar- 
timentierte Bindematrix bzw. das kompartimentierte Analysenelement oder separat auf einzelne Spots aufgebracht 
warden. Gegebenenfalls werden zusStzlich markierte Bindungspartner fur die zu best! mm end en Analyten zugegeben. 
5 In diesem Fall wird das Analysenelement vor Messung der an die Festphase gebundenen, markierten Analyten gOn- 
stigerweise von nicht gebundenen Markierungsmolekulen frei gewaschen. 

[0088] Die kompartimentierte Bindematrix bzw. das kompartimentierte Analysenelement kann auch zur parallelen 
Bestimmung von Analyten in verschiedenen Proben benutzt werden. Gegenstand der Erfindung ist daher auch ein 
Verfahren zur parallelen Bestimmung eines Analyten in verschiedenen Probelosungen, welches dadurch gekennzetch- 

10 net ist, daR man jeweils eine Probelosung mit einzelnen Bereichen einer kompartimentierten Bindematrix oder eines 
Analysenelements in Kontakt bringt und das Vorhandensein oder/und die Menge des Analyten in jeder Probelosung 
durch ortsauflosende Messung an den einzelnen, raumlich getrennten Bindematrixbereichen bestimmt. Vorzugsweise 
erfolgt die Bestimmung uber spezifische Bindungsreaktionen des Analyten mit festphasengebundenen Analyt-Bin- 
dungspartnern und durch getrennte Messungen der einzelnen Bindematrlxbereiche. Die verschiedenen Probelosun- 

15 gen konnen dabei durch ubiiche aufgabetechniken wie Pipettieren, Druck- oder Stempeltechniken oder Multipinplatten 
aufgegeben werden. Auf diese Weise kann auf sehr kleinen Flachen eine Vielzahl von Proben gleichzeitig gemessen 
werden. 

[0089] Die erfindungsgemafte Bindematrix bzw. das erfindungsgemafle Analyseelement kann somit hervorragend 
2um multiplen Analytnachweis, d.g. zum gleichzeitigen Nachweis einer Vielzahl von Analyten bzw. zum gleichzeitigen 
20 Nachweis eines Analyten in einer Vielzahl von Proben, insbesondere fur Immunoassays, beispielsweise fur die Aller- 
giediagnostik, oder fur die DNA-Diagnostik, z.B. zum Screenen einer Probe auf Nukleinsauren mit bestimmten Se- 
quenzen eingesetzt werden. 

[0090] Als Molekule, die aus oberflachenaktiven Silan-Endgruppen und einem damit uber ein Spacermolekul ver- 
knupften Festphasen-Reaktanden bestehen bzw. als Verdunnermolekule wird bevorzugt eingesetzt eine Silanverbin- 
25 dung mit einer der allgemeinen Formein (III) oder (IV) 

R^R^R^Si-Sp-X^ (III) 



30 



35 



Oder 



R^R^Si - Sp - X= 

Jp (IV) 
R^R^Si - Sp - 



worin R\ R2, R3, R4 gleich oder verschieden sein konnen und Substituenten am Si-Atom bedeuten unter der Voraus- 
setzung, daft mindestens einer der Substituenten R"" , R^ und R^ in Forme! (Ill) bzw. mindestens einer der Substituenten 
W und R2 Oder R3 und R^ 

in Formel (IV) eine kovalente Bindung mit einer oxidischen Oberflache eingehen kann, 

Sp ein flexibles, lineares Spacermolekul mit einer Kettenlange von 2 bis 50 Atomen ist, und 

X2 und X^ kovalent an das Spacermolekul gebundener Festphasenreaktanden oder/und Ci-C4-Alkoxy(oli- 
go-C2-C4alkylenoxid)gruppen sind. 
^5 [0091] Vorzugsweise sind die Reste R\ R^, R3 und R^ in den Silangruppen der Verbindungen (III) und (IV) C1-C4- 
Alkylgruppen, Ci-C4-Alkoxygruppen, Hydroxygruppen, Aminogruppen oder Halogenatome. Besonders bevorzugt sind 
R\ R2, r3 und R"* C^-Cj-Alkoxygruppen und am meisten bevorzugt Methoxygruppen. 

[0092] Wenn X"", X^ und X^ Festphasenreaktanden bedeuten, sind sie vorzugsweise Biotin oder ein Biotlnderivat. 
Sp umfafit vorzugsweise eine gegebenenfalls substituierte oder/und Heteroatome enthaltende Alkylengruppe. 
50 [0093] Die unspezifische Bindung von Proteinen, z.B. Fibrinogen, an oxidische Oberflachen kann uberraschender- 
weise durch kovalente Bindung der Silane, insbesondere mit Methoxyoligoethylenglykol-Endgruppen, an die Oberfla- 
che unterdruckt werden. 

[0094] Die vorliegende Erfindung soli im weiteren durch die folgenden Beispiele verdeutlicht werden. 
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BEISPIEL 1 



Synthese von Biotinsilan 1^ 
[0095] 




[0096] 2,0 g Biotinoyl-e-aminocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester (Biotin-X-OSu) wurden in 40 ml Methanol sus- 
pendiert. 1 ,0 g 6-(Aminohexylaminopropyl)-trimethoxysilan wurde zugetropft und die Losung 11/2 Stunden bei Raum- 
temperatur geruhrt. Das Methanol wurde anschlieftend abdestilliert. Das Produkt wurde anschliefiend saulenchroma- 
tographisch gereinigt. Es wurden 1,3 g eines weilien Feststoffs erhalten. 



BEISPIEL 2 



Synthese von Biotinsilan 2 
[0097] 




2.1 Synthese von Biotin-DADOO-Dodecansaure-OSu-Ester 

[0098] 560 mg Biotin-DADOO wurde in 30 ml DMF gelost und zusammen mit 150 ml Triethylamin in eine Losung 
von 6,36 g Dodecansaurebis-OSu-Ester getropft. Die Losung wurde 3 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt, anschlie- 
fiend das Losungsmittel weitgehend abgezogen und der Ruckstand uber Sephadex® chromatographiert. 

2.2 Synthese von Biotinsilan 2 

[0099] 280 mg des isolierten Biotin-DADOO-dodecansaure-OSu-esters wurden in 5 ml Methanol gelost. 80 mg Ami- 
nobutyldimethylmethoxysilan wurde zur Losung getropft und 1 h geruhrt. Die Losung wurde anschlieHend mit 30 ml 
Diethylether versetzt und der ausgefallene Feststoff abgesaugt. Die Aufreinigung erfotgte chromatographisch uber 
NH2-Kieselgel. Die Ausbeute betrug 50 mg. 

BEISPIEL 3 

Synthese des Biotinsilans 3 
[0100] 
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[0101] 680 mg des Biotin-DADOO-dodecansaure-OSu-esters wurden in 7 ml Methanol gel6st. 215 mg Aminopro- 
pyltrtmethoxysllan wurden zur Ldsung getropft und 1 h geruhrt. Die L6sung wurde anschlieliend uber eine NH2-Kie- 
selgelsaule aufgereinigt. Die Produktfraktionen wurden eingeengt, mit 50 ml Diethylether versetzt und der ausgefallene 
Feststoff abgesaugt. Die Ausbeute betrug 420 mg. 

5 

BEISPIEL4 

Synthase des Silanverdunners 4 
10 [0102] 



15 




20 

4.1 Synthese von Triethylenglykolmonomethylether-tosylat 

[01 03] Zu einer Losung von 53,2 ml Triethylenglykolmonoethylether in 400 ml Pyridin wurden bei -5°C langsam 69,6 
g Tosylchlorid zugegeben. Es wurde 3 h bei 0°C und 1 h bei Raumtemperatur geruhrt. Der Ansatz wurde mit 400 ml 
25 Wasser versetzt und anschlieliend mit Essigester extrahiert. Aus der Essigesterphase wurde 90 g des Tosylats (85 % 
Ausbeute) isoliert. 

4.2 Synthese von Triethylenglykolmonomethylether-phthalimid 

30 [0104] 9,55 g des Tosylats wurden in 20 ml DMF gelost und zu einer Losung von 6,11 g Phthalimid-Katiumsalz in 80 
ml DMF getropft. Die Mischung wurde 4 h bei 120°C geruhrt, anschlieliend mit Wasser verdunnt und mit Essigester 
extrahiert. Aus der Essigesterphase wurden 4,7 g des Produkts in Form eines Ols isoliert (53 %). 

4.3 Synthese von 1-Amino-triethylenglykolmonomethylether 

35 

[0105] 1,53 g des unter 4.2 isolierten Produkts wurden in 25 ml Methanol gelost. 0,32 ml 80 %ige Hydrazinhydrat- 
losung wurden zugetropft und 3 h bei 50°C und anschlieliend 15 min bei Ruckflufi gekocht. Die Mischung wurde 
anschlieliend mit HCI angesauert und nach dem Abkuhlen filtriert. Das Filtrat wurde neutralisiert und anschlieliend mit 
Chloroform extrahiert. Aus der Chloroformphase wurden 740 mg Produkt 1-Amino-triethylengIykolmonomethylether 
<o in Form eines Ols isoliert (87 % Ausbeute). 

4.4 Synthese von Korksaure-1-OSu-Ester-12-amidotriethylenglykolmonomethylester 

[0106] 15,8 g Korksaurebis-OSu-ester wurden zusammen mit 0,6 ml Triethylamin in 20 ml DMF gelost. Zu dieser 
<5 Losung wurden 700 mg des unter 4.3 isolierten Produkts in 10 ml DMF gegeben. Der Ansatz wurde 4 h bei Raumtem- 
peratur geruhrt und anschlieliend das DMF abgezogen. Der Ruckstand wurde mit 20 ml Wasser versetzt und anschlie- 
liend filtriert. Das Filtrat wurde vom Losungsmittel befrett und anschlieliend uber eine Kieselgelsaule gereinigt. Man 
erhlelt das Produkt als Ol in einer Ausbeute von 750 mg (42 %). 

50 4.5 Synthese von 4 

[0107] 270 mg des Produkts aus 4.4 wurden in einem Gemisch aus 5 ml Diethylether und 1 ml Methanol gelost. 0,09 
ml Triethylamin wurde zugegeben und anschlieliend 115 mg Aminobutyl-dimethylmonomethoxysilan zugetropft. Es 
wurde 1 h bei Raumtemperatur geruhrt und das Produkt anschlieliend chromatographisch gereinigt. Vom Silanver- 
55 dunner 4 wurden 1 90 mg (63 %) erhalten. 
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BEISPIEL 5 

5.1 Synthese des SilanverdOnners 5 
[0108] 




[0109] 270 mg des Produkts aus 4.4 warden in einem Gemisch aus 5 ml Diethylether und 1 ml Methanol gelost. 0,09 
ml Triethylamin wurde zugegeben und anschliefiend 127 mg Aminobutyl-trimethoxysllan zugetropft. Es wurde an- 
schlieflend 1 h bei Raumtemperaturgeruhrt und das Produkt dann chromatographisch gereinigt. Vom Silanverdunner 
5 wurden 190 mg (61 %) erhalten. 



5.2 Synthese des SilanverdOnners 6 



[0110] 



[0111] Die Synthese dieses Silans verlauft vollig analog der bereits vorstehend beschriebenen Synthese von 4. 
Anstelle von Triethylenglycolmonomethylether wurde ats Ausgangsstubstanz Tetraethylenglycolmonomethylether ein- 
gesetzt. 



5.3 Synthese des SilanverdOnners 7 



[0112] 




[0113] Die Synthese dieses Silans verlauft vollig analog der bereits beschriebenen Synthese von 5. Anstelle von 
Trethylenglycolmonomethylether wird Tetraethylenglycolmonomethylether als Ausgangssubstanz eingesetzt. 



BEISPIEL 6 



[0114] Weiterhin wurden folgende Silanverbindungen hergestellt: 
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6.1 Blotinsilanverbindung 8 
[0115] 




6.2 Biotinsitanverbindung 9 
[0116] 




6.3 Blotinsilanverbindung 10 
[0117] 




6.4 Blotinsilanverbindung 11^ 
[0118] 
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6.5 Biotinsilanverbindung 12 
[0119] 




6.6 Biotinsilanverbindung 13 
[0120] 




[0121] 1 ,7 g Biotin-X-OSu warden in 20 ml Metlianol suspendiert und dazu wurden 1 ,28 g 6-(Aminohexylaminopro- 
pyl)-trimethoxysilan zugetropft. Die Losung wurde 1,5 Stunden geruhrl und anschlieftend uber eine Amino-Kieselgel- 
saule chromatographiert. Es wurden 2,1 g eines weilien Feststoffs erhalten. 

6.7 Biotinsilanverbindung 14 

[0122] 




6.8 Biotinsilanverbindung 15 
[0123] 



[01 24] 850 mg Biotin-X-OSu wurden in 1 0 ml IVIetlianol suspendiert und zu dieser Suspension wurden 280 mg 4-Ami- 
nobutyldimethylmethoxysilan getropft. Die Losung wurde 4 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt und anschlieflend 
uber eine Amino-Kieselgelsaule aufgerelnigt. Es wurden 700 mg eines welBen Feststoffs erhalten. 



15 
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NH 




6.10 Blotinsilanverbindung 17 
[0126] 




[0127] 800 mg Biotin-X-OSu wurden in 20 ml Methanol suspendiert. Zu dieser Suspension wurden 300 mg (2-Ami- 
noethylamino)propylmethyldimethoxysiIan getropft und 2,5 Stunden geruhrt. Der Ansatz wurde anschlieftend uber eine 
Amino-Kleselgelsaule gereinlgt. Es wurden 650 mg an Produkt erhalten. 

6.11 Blotinsilanverbindung 18 

[0128] 



CH3 ^ 




^ HH 



6.12 Blotinsilanverbindung 19 
[0129] 
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6.13 Biotinsilanverbindung 20 
[0130] 



10 




15 



6.14 Biotinsilanverbindung 21^ 
[0131] 



20 



25 



0 



MH 




30 6.15Silanverdunner22 
[0132] 



35 



40 




6.16 Silanverdunner 23 
[0133] 



45 



50 



55 



o 0 

/ 
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BEISPIEL 7 

Methoden zur Bewertung der Oberflachen 

5 7.1 Wellenleiter-Messungen 

[0134] Die Messungen wurden auf Sensoren und Gerat der Firma ASI (Artificial Sensing Instruments, Zurich) durch- 
gefuhrt. Bei der Messung wird Laserlicht uber ein Gitter auf dem Sensor in eine wellenleitende Schicht eingekoppe!t. 
Die Einkoppelbedingungen (Winkel) sind abhSngig von den Verhaltnissen an den Grenzflachen der wellenleitenden 
10 Schicht. Uber die Anderung der Einkoppelbedingungen kann somit auf die Schichtdlcken der aufwachsenden Schich- 
ten geschlossen werden. Die Messungen wurden in Durchflulikuvetten durchgefuhrt. Bei der wellenleitenden Schicht 
handelt es sich unn ein Mischoxid aus Si02/Ti02. 

7.2 Weiaiicht-lnterferometrie (WIF) 

15 

[0135] Die Messungen wurden auf einem Zeiss-Mefiplatz mit einer Zeiss CLX-111 WeiRlichtquelle und einem Zeiss 
MCS-310 Diodenarray-Spektronneter als Detektoreinheit durchgefuhrt. Als Sensoren wurden Schott-Farbfilterglaser 
WG 345 verwendet, die in einer Leybold Beschichtungsanlage Univex 450 nnit ca. 800 nm Si02 beschichtet wurden. 
Die Messungen wurden in Durchfluftkuvetten durchgefuhrt. Aus den erhaltenen Interferogrammen konnen die Schicht- 
20 dicken ermittelt werden. 

BEISPIEL 8 

Aufbringen der Blotinsllane auf oxidische Oberflachen 

25 

8.1 Vorbereitung der Oberflachen 

[0136] Die zu beschichtenden oxidischen Oberflachen werden einige Minuten in Konlgswasser gekocht, anschlie- 
fiend 3 x mit bidestiliiertem Wasser gewaschen und bei 80°C 1 Stunde im Vakuum getrocknet. 

30 

8.2 Unvollstandige Sllanisierung der Oberflachen zur Erzeugung einer verdiinnten Biotinschicht ohne Verwen- 
dung eines Sllan-Verdunner. 

[01 37] Das Silan _1 wird in einer Konzentration von 1 0^^ Gew.-% in trockenem Methanol gelost. Die zu beschichtende 
35 und gemaft 8.1 vorbereitete Probe wird in diese Losung getaucht und 30 Minuten bei Raumtemperatur in der Losung 
belassen. Die Oberflachen werden anschliefiend 3 x mit trockenem Methanol abgespult und 30 Minuten bei 80°C im 
Vakuum konditioniert. 

8.3 Verfahren zur Beschichtung oxidischer Oberflachen mit Biotinsilanen, hydrophilen Verdiinnern oder Misch- 
40 schichten aus beiden. 

[0138] Die Silane bzw. deren Mischungen werden in einer Gesamtkonzentration von 1 Gew.-% jeweils entsprechend 
ihren molaren Anteilen in den Mischungen in trockenem Methanol gelost. Die zu beschichtende und gemali 8.1 vor- 
bereitete Probe wird in einem geschlossenen Gefali unter Methanol-gesattigter Intertgasatmosphare mit dieser Losung 
45 bedeckt. Die Reaktionszeit betragt 4 Stunden bei Raumtemperatur. Die Oberflache wird anschlieliend mit Methanol 
abgespult und die Probe 4 Stunden bei 120°C im Trockenschrank konditioniert. 

BEISPIEL 9 

50 Ergebnisse der Bewertungen (WelBlichtinterferometrie) 

[0139] Die Proteinlosungen wurden bei Weiftlichtinterferometrie-Messungen mittels einer Pharmacia Peristaltik- 
Pumpe durch eine Teflon-Kuvette gepumpt. Die Zyklen betrugen jeweils 10 min mit 5 min-lntervallen zur Zwischen- 
spulung (d.h. 10 min Puffer, 10 min Proteinlosung 1, 5 min Puffer, 10 min Proteinlosung 2, etc.). 

55 

9.1 Verwendete Losungen 

[0140] Puffer: PBS-Puffer (50 mM Kaliumphosphat, 150 mM NaCI. pH 7,2) 
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Streptavidin-Losung: c = 0,5 mg/ml in PBS 

Biotin-<HCG>-Fab-Fragment 

(Bi-Fab): c = 0.1 mg/ml in PBS 

Humanchoriongonadotropin 

(HCG): c = 5 \ig/m\ 

RInder-Fibrinogen: c = 3 mg/ml 

9.2 Bindung von Fibrinogen 

[0141] Gemessen mit WIF, 10 Minuten PBS-Puffer, 10 Minuten Fibrinogenlosung, 10 Minuten PBS-Puffer 
9.2.1 Einheitlich funktionalisiserte Oberflachen (kelne gemischte Schicht). 

[0142] Alle Silane aufier die Fluorsllane und Trichloroctadecylsilan wurden gemafi 8.3 aufgebracht. Fur die Fluor- 
silane und Trichloroctadecylsilan wurde als Losungsmittel Chloroform verwendet. 



Oberflache 


Schichtdicke (nm) 


unbehandeltes Si02 


4,0 


Si02 + Silanverdunner 5 


0,0 


Si02 + Silanverdunner 4 


2,0 


Si02 + Silanverdunner 6 


2,0 


Si02 + Silanverdunner 7 


0,0 


Si02 + Biotinsilan 1^ 


4,1 


Si02 + Biotinsilan 2 


3,8 


Si02 + 3-Aminopropyltrimethoxysllan (Aldrich) 


3,5 


Si02 + N-[(Trimethoxy!silyl)-propyl]ethylendiamintriessigsaure-Na3 Salz (ABCR) 




pH 7.2 


1,3 


pH 9,0 


1.2 


pH 3.0 


7,5 


Si02 + 1H.1H,2H,2H-PerfIuordecyltrichlorsilan (ABCR) 


2,6 


Si02 + 1H.1H,2H,2H-PerfIuordecyldimethylchlorsilan (ABCR) 


2,0 


SIO2 + Trichloroctadecylsilan (Merck) 


3,5 



9.2.2 Oberflachen mit gemischter Schicht 



[0143] 





Biotinsilan V Verdunner 5 


Biotinsilan 2/ Verdunner 4 


Biotinsilan V Verdunner 7 




Schichtdicke 


Schichtdicke 


Schichtdicke 




(nm) 


(nm) 


(nm) 


0,0 


0,0 


2,0 


0,0 


0,05 


0,6 


1,2 


0.0 


0,1 


0,6 


2,0 


0,0 


0,2 


0,0 


2,0 


0.0 


0.5 


0,7 


2.3 


2,3 


1,0 


4.1 


3,8 


4,1 


Xq = Molenbruch der Biotinkomponente 
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9.3 Spezifische Bindung von Streptavidin 



[0144] 



5 



10 





Biotinsilan V Verdunner 5 


Biotinsilan 21 Verdunner 4 


Biotinsilan 1^ Verdunner 7 




Schichtdicke 


Schichtdicke 


Schichtdicke 




(nm) 


(nm) 


(nm) 


0.0 


0.0 


1,1 


0,0 


0.05 


1,8 


0.9 


1,0 


0.1 


3,8 


1.2 


0,5 


0.2 


6.0 


1.7 


0,5 


0.5 


4.9 


2.9 


1,0 


1.0 


4,5 


3.4 


2,6 



9.4 Unspezifische Bindung von Streptavidin 



[0145] Mit Biotin gesattigtes Streptavidin wurde uber die Sensoroberflache geleitet. 



Sensor 


Schichtdickenzunahme (nm) 


Verdunner 5/Biotinsilan 1^ {Xg = 0,2) 
Verdunner 5/Biotinsilan 1^ {Xq = 0.5) 
Verdunner 4/Biotinsilan 2 {Xg = 0,5) 


0.0 
0,0 
1,5 



9.5 Durchfiihrung von HCG-lmmuntests 

[0146] Mit Streptavidin beladene Sensoren warden mit einem biotinyliertem <HCG> Fab-Fragment beladen. An- 
schlieliend wurde HCG-Ldsung uber den Sensor geleitet. 



Sensor 


Schichtdicken (nm) 


Streptav. 


Bi-Fab 


HCG 


Verdunner 5/Biotinsilan 1 


3,8 


1,7 


0.4 


Xb = 0.1 








Verdunner 5/Biotinsilan 1 


6,0 


2,3 


0.6 


Xb = 0.2 









40 BEISPIEL 10 

Ergebnisse der Bewertung mit Wellenlelter-Technologie (AS!) 

[0147] Die ASI-Sensoren wurden mit den Biotinsilanverbindungen 1^, _13, 15 und 17 beschichtet; Die Beschichtung 
45 erfolgteohnedte Verwendung eines Verdunnersgema(idemunterPunkt8.2 beschriebenen Verfahren. Bewertet wurde 

das Bindevermogen von Streptavidin an diese Sensoren sowie der Antell an unspezifisch gebundenem Streptavidin. 

[0148] Die Schichtdicke der Sensoren war nach der Beladung mit Biotinsilanen geringer als vor der Beladung (zwi- 

schen 0,01 und 0,81 nm). Die Einkopplungswinkel (TM+) und (TE+) nahmen durch die Beschichtung ebenfalls ab. 

[0149] Der Antell der unspezifischen Bindung des Streptavidins an die silanisierte ASI-Sensoroberflache beztiglich 
50 der gesamten Streptavidinbindung war je nach Biotinsilanverbindung recht unterschiedlich: 



55 



17 


24 % 


15 


73% 




9% 


13 


20% 


MeOH 


91 % 
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[0150J 1_7» 1 1? binden das Streptavidin gut {-^ kein Abbluten). 

[0151] Der Anteil der unspezifischen Bindung von Bi-MAK<TSH> (in Anwesenheit von Biotin) an eine mit Biotin 
abgesattigte Streptavtdinoberflache war fur alle Biotinsilane ebenfalls unterschiedlich: 



17 


20% 


15 


< 100% 


1^ 


42% 


13 


31 % 


MeOH 


24% 



[01 52] 17 war die beste der untersuchten Biotinsilan-Verbindungen. Mit 17 behandelte Sensoren ergeben den hoch- 
sten Signalhub beim Analyten (TSH). 

BEISPIEL 11: 

Venvendung einer mikrokompartimentierten Bindematrix in einem Immunoassay 

11.1 Herstellung von Si02-Spots durch Aufdampfen 

[0153] AufLexan®" Polycarbonatfolien (Hersteller: General Electric, Dicke: 0,75 mm) mit den Abmessungen 8x8 
cm wurden uber eine Metallmaske (d = 0,5 mm, Material Aluminium) in einer Leybold Hochvakuum-Beschichtungs- 
anlage (Univex 450) mittels Elektronenstrahlverdampfung 36 x 36 runde Spots aus Si02 (insgesamt 1296 Spots) in 
gleichmafiigen Abstanden aufgedampft. Die Schichtdicke des aufgedampften Oxids betragt 1 50 nm. Der Durchmesser 
der Spots betragt 1 mm, der Abstand von Spot zu Spot betragt ebenfalls 1 mm nach alien Seiten. 

11.2 Aufbringen der Biotinsilane auf die Spots 

[0154] Eine Mischung aus Silan 1 und Silan 5 im molaren Verhaltnis 1/9 wurde in einer Gesamtkonzentration von 1 
Gew.-% in Methanol gelost. Zu dieser Losung wurde 1 % Wasser zugegeben und das mit Substrat mit den Spots in 
diese Losung getaucht. Die Reaktionszeit betrug 4 Stunden. Nach dieser Zeit wurde die Platte mit Methanol gewaschen 
und 4 Stunden bei 120''C getrocknet. 

11.3 Aufbringen von Streptavidin 

[0155] Die Flatten mit den auf diese Weise beschichteten Spots wurden eine Stunde mit einer Streptavidin-Losung 
in 50 mmol/l K-Phosphat-Puffer, pH 7,2 uberschichtet (c= 0,5 mg/ml). Die Platte wurde danach mit einer Losung aus 
50 mmol/l K-Phosphat-Puffer pH 7,2, 2% Saccharose, 0,9% NaCI und 0,3% Rinderserumalbumin II gewaschen und 
anschliedend im Klimaschrank bei 25°C und 40% Luftfeuchtigkeit 20 Stunden getrocknet. 

11.4 Durchfuhrung eines TSH-Tests 

[01 56] Auf den mit Streptavidin beschichteten Spots wurde ein TSH-Test nach dem folgenden Schema durchgefuhrt: 

1. Inkubation mit dem biotinylterten monoklonalen Anti-TSH-Antikorper 1.20-Bi (OSu) 1:8 fur 45 Minuten. Die Kon- 
zentration des Antikorpers war 10 ng/ml. Puffer: 20 mmol/l K-Phosphat pH 7,4. 

2. Waschen mit Puffer 

3. Minuten Inkubation mit Standards "Enzymun®", Fa. Boehringer Mannheim bzw. mit einer Plasmaprobe. 

4. Waschen mit Puffer 

5. Minuten Inkubation mit Fluoreszenz-Latex-Antikorper (A8)-Konjugat (Charge DF499), 0,02% Feststoffanteil in 
Puffer. 

6. Waschen mit Puffer 
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7. Messung in einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop (Fa. Biorad) 
11.5 Ergebnisse: 

5 [01 57] Es wurden 2 Standards (0 ^lU und 2,3 \i\J sowie eine Plasmaprobe mit 3,2 ^lU TSH) vermessen. Dabei warden 
die folgenden relativen Intensitaten erhalten: 



Probe 


ret. Intensitaten 






0 \iU TSH 


26,4 


2,3 fiU TSH 


112,7 


Plasma (3,2 TSH) 


186,7 



Patentanspruche 



1. Bindematrix, enthaltend ein Tragermaterial mit einer oxidischen Oberflache und einen daran uber Ankergruppen 
kovalent gebundenen Festphasen-Reaktanten, der mit mlndestens einem freien Reaktionspartner bindefahig ist, 
dadurch gekennzelchnet, 

dass der Festphasen-Reaktant eine verdunnte und im Wesentlichen lateral homogene Bindeschicht auf der Ober- 
flSche des Tragermaterials bildet und dass die Ankergruppen Silangruppen sind und mit dem Festphasenreaktan- 
ten uber ein Spacermolekul verknupft sind und dass die Bindematrix neben den mit Festphasen-Reaktanten ver- 
knupften Spacermolekulen noch Verdunnermolekule enthalt, die mit Ankergruppen kovalent an die Festphase 
gebunden sind. 

2. Bindematrix nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Belegung des Festphasen-Reaktanten auf der Oberflache des Tragermaterials von 0,1 bis 90 % der 
maximalen Belegung ist. 

3. Bindematrix nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Belegung des Festphasen-Reaktanten auf der Oberflache des Tragermaterials von 0,5 bis 70 % der 
maximalen Belegung ist. 

4. Bindematrix nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet 

dass die Belegung des Festphasen-Reaktanten auf der Oberflache des Tragermaterials von 1 bis 40 % der ma- 
ximalen Belegung ist. 

5. Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Ankergruppen durch Reaktion der oxidischen Tragermateriatoberflache mit einer oberflachenreaktiven 
Silangruppe der allgemeinen Formel (I) oder/und (II) gebildet sind: 



R^R^R^Si- 



(I) 



50 



Oder 



55 



\ 

O 



(II) 
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worin R\ R2, R3, gleich oder verschieden sein konnen und Substituenten am Si-Atom bedeuten, unter der 
Voraussetzung, da(i mindestens einer der Substituenten R\ R2 und R^ in Forme! (I) bzw. mindestens einer der 
Substituenten R^ und R^ oder R^ und R^ in Formel (II) eine kovalente Bindung mit einer oxidischen Oberflache 
eingehen kann. 

5 

6. Bindematrix nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Substituenten R^ R2, r3, r4 jp den Silangruppen der Formetn (I) und (11) Ci-C4-Alkyl-, Ci-C4-Alkoxy-, 
Hydroxy-, Aminogruppen oder/und Halogenatome sind. 

10 

7. Bindematrix nach einem der Anspruche 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass alle Substituenten R^ R^, R3, R^ eine kovalente Bindung mit der oxidischen Oberflache eingehen konnen. 

15 8. Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Ankergruppe mit dem Festphasen-Reaktanten uber ein flexibles, lineares Spacermolekul verknupft ist, 
das eine Kettenlange von 2 bis 50 Atomen aufweist. 

20 9. Bindematrix nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das flexible Spacermolekul eine gegebenenfalls substituierte oder/und Heteroatome enthaltende Alkylen- 
gruppe umfasst. 

25 10. Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sich zwischen dem Spacermolekul und dem Festphasen-Reaktanten eine hydrophile Linkergruppe befindet. 

11. Bindematrix nach Anspruch 10, 
30 dadurch gekennzeichnet, 

dass die hydrophile Linkergruppe eine oder mehrere Oxyethylengruppen enthalt. 

12. Bindematrix nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

35 dass die hydrophile Linkergruppe durch ein Amin- oder Hydroxyl-terminiertes Polyethylenoxid gebildet wird. 

13. Bindematrix nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die hydrophile Linkergruppe aus 1 ,8-Diamino-3,6-dtoxaoctan gebildet ist. 

40 

14. Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Verdunnermolekule eine Alkoxy(oligoalkylenoxid)-Endgruppe aufweisen. 

45 15. Bindematrix nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Festphasen-Reaktant ein mit einem Antikorper bindefahiges Antigen oder Hapten ist. 

16. Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 14, 
50 dadurch gekennzeichnet, 

dass der Festphasen-Reaktant Biotin oder ein Biotinderivat ist. 

17. Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

55 dass der Festphasen-Reaktant aus einer inneren und einer aufieren Komponente besteht, wobei die aufiere Kom- 

ponente mit mindestens einem freien Reaktionspartner bindefahig ist. 

18. Bindematrix nach Anspruch 17, 
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dadurch gekennzeichnet, 

dass die innere Komponente des Festphasen-Reaktanten eine unverdunnte Schicht auf der Oberflache des TrS- 
germaterials btldet und die Sufiere Komponente an die innere Komponente durch Affinitatsbindung gekoppelt ist. 

19. Bindematrix nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die innere Komponente Biotin und die aufiere Komponente Streptavidin ist. 

20. Kompartimentierte Bindematrix, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass auf einem Tragermaterial eine VIelzahl von raumlich getrennten Bereichen angeordnet ist, die jeweils eine 
Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 19 umfassen. 

21. Kompartimentierte Bindematrix nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die raumlich getrennten, jeweils eine Bindematrix umfassenden Bereiche auf einem Tragermaterial mit nicht- 
oxidischer Oberflacheangeordnet sind. 

22. Kompartimentierte Bindematrix nach Anspruch 20 oder 21 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die raumlich getrennten Bereiche Bindematrices mit jeweils gleichen Festphasen-Reaktanten umfassen. 

23. Kompartimentierte Bindematrix nach Anspruch 20 oder 21 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die raumlich getrennten Bereiche Bindematrices mit unterschiedlichen Festphasen-Reaktanten umfassen. 

24. Analysenelement, umfassend eine verdunnte Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Festphasenreaktant mit einer oder mehreren zusatzlichen Schichten von Reaktionspartnern belegt ist. 

25. Analysenelement nach Anspruch 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Reaktionspartner aus Antigenen, Haptenen, Antikorpern oder Nukleinsauren ausgewahit werden. 

26. Analysenelement nach Anspruch 24 oder 25 zur Bestimmung unterschiedlicher Analyten in einer Probe, umfas- 
send eine kompartimentierte Bindematrix nach Anspruch 20, worin die einzelnen raumlich getrennten Bindematrix- 
Bereiche mit jeweils unterschiedlichen weiteren Reaktionspartnern belegt sind. 

27. Analysenelement nach Anspruch 24 oder 25 zur Bestimmung gleicher Analyten in verschiedenen Proben, umfas- 
send eine kompartimentierte Bindematrix nach Anspruch 20, worin die einzelnen raumlich getrennten Bindematrix- 
Bereiche mit jeweils gleichen Reaktionspartnern belegt sind. 

28. Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer Probelosung mittels einer spezifischen Bindungsreaktion zwi- 
schen mindestens zwei bioaffinen Reaktanten, von denen einer an eine Festphase gekoppelt vorliegt und der oder 
die anderen Reaktionspartner frei sind, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass man einen an die Festphase gekoppelten Reaktanten verwendet, der Bestandteil einer Bindematrix nach 
einem der Anspruche 1 bis 23 oder eines Analysenelements nach einem der Anspruche 24 bis 27 ist. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man die speziftsche Bindungsreaktion durch Wetlenleiter-Messungen oder durch Weifilicht-lnterferometrie 
bestimmt. 

30. Verfahren nach Anspruch 28 zur parallelen Bestimmung unterschiedlicher Analyten in einer Probelosung, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man die Probelosung mit einer kompartimentierten Bindematrix nach Anspruch 23 Oder einem Analysenele- 
ment nach Anspruch 26 in Kontakt bringt und das Vorhandensein oder/und die Menge der unterschiedlichen Ana- 
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lyten in der Probeldsung durch ortsauflosende Messung an den einzelnen raumlich getrennten Bindematrix-Be- 
reichen bestimmt. 

31. Verfahren nach Anspruch 28 zur paralleten Bestimmung eines Analyten in verschiedenen Probelosungen, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man Jewells eine Probelosung mit einzelnen Bereichen einer kompartimentierten Bindennatrtx nach Anspruch 
22 Oder eine Analysenelennents nach Anspruch 27 in Kontakt bringt und das Vorhandensein oder/und die Menge 
des Analyten in jeder Probelosung durch ortsauflosende Messung an den einzelnen, raumlich getrennten Binde- 
matrix-Bereichen bestimmt. 

32. Verfahren nach Anspruch 30 oder 31 . 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die ortsauflosende Messung mittels konfokaler Ftuoreszenzmikroskopie erfolgt. 

15 33. Verfahren zur Herstellung einer Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man ein oxidisches Tragemriaterial mit einer Reaktionslosung inkubiert, worin Molekule enthalten sind, die 
aus oberflachenaktiven Silan-Endgruppen und einem damit uber ein Spacermolekul verknupften Festphasen-Re- 
aktanten bestehen, wobei die Reaktionslosung noch zusatzlich Verdunnermolekule enthalt, welche Ankergruppen 
20 umfassen, die kovalent an die Festphase gebunden werden. 

34. Verfahren zur Herstellung einer kompartimentierten Bindematrix nach einem der Anspruche 20 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man raumlich getrennte Bereiche auf einem Tragermaterial, die eine oxidische Oberflache aufweisen, mit 
25 gleichen oder verschiedenen Reaktionsldsungen inkubiert, worin Molekule enthalten sind, die aus oberflachenak- 

tiven Silan-Endgruppen und damit uber Spacermolekule verknupften gleichen oder verschiedenen Festphasen- 
reaktanten bestehen. 

35. Verfahren nach Anspruch 34, 
30 dadurch gekennzeichnet, 

dass die raumlich getrennten Bereiche auf ein Tragermaterial mit nicht-oxidischer Oberflache aufgebracht werden, 

36. Verfahren zur Herstellung eines Analysenelements nach einem der Anspruche 24 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

35 dass man eine Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 23 mit mindestens einer Reaktionslosung inkubiert, 

worin Molekule von weiteren, an die Bindematrix bindefahigen Reaktionspartnern enthalten sind. 

37. Verwendung einer kompartinentierten Bindematrix nach einem der Anspruche 20 bis 23 oder eines Analysenele- 
ments nach einem der Anspruche 26 oder 27 zum multiplen Analysenachweis. 

40 

38. Verwendung einer Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 23 oder eines Analysenelements nach einem der 
Anspruche 24 bis 27 fur Immunoassays. 

39. Verwendung einer Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 23 oder eines Analysenelements nach einem der 
45 Anspruche 24 bis 27 fur die DNA-Diagnostik. 



Claims 

50 1 . Binding matrix containing a carrier material with an oxidic surface and a solid phase reactant which is covalently 
bound thereto by means of anchor groups and which is capable of binding to at least one free reaction partner, 
wherein 

the solid phase reactant forms a diluted and essentially laterally homogenous binding layer on the surface of the 
carrier material, and the anchor groups are silane groups and are linked to the solid phase reactant via a spacer 
55 molecule, and in addition to the spacer molecules linked to the solid phase reactant the binding matrix also contains 

diluent molecules that are covalently bound to the solid phase by means of anchor groups. 

2. Binding matrix as claimed in claim 1 , 
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wherein 

the coverage of the solid phase reactant on the surface of the carrier material is 0.1 to 90 % of the maximum 
coverage. 

5 3. Binding matrix as claimed in claim 2, 
wherein 

the coverage of the solid phase reactant on the surface of the carrier material is 0.5 to 70 % of the maximum 
coverage. 

10 4. Binding matrix as claimed in claim 3, 
wherein 

the coverage of the solid phase reactant on the surface of the carrier material is 1 to 40 % of the maximum coverage. 

5. Binding matrix as claimed in one of the claims 1 to 4, 
15 wherein 

the anchor groups are formed by reaction of the oxidic carrier material surface with a surface reactive silane group 
of the general formula (I) and (il): 



R^R^R^Si (I) 



20 



R'R^Si - 

\ 

o (n) 

/ 

30 R^R^Si - 

in which R'', R2, R3, R"* can be the same or different and denote substituents on the Si atom, provided that at least 
one of the substituents R\ R^ and R^ in formula (I) or at least one of the substituents R'' and R2 or R^ and R^ in 
formula (II) can covalently bind to an oxIdIc surface. 

35 

6. Binding matrix as claimed In claim 5, 
wherein 

the substituents R'', R^, R3, R^ in the silane groups of formulae (I) and (il) are C1-C4 alkyi, C^-C^ alkoxy, hydroxy, 
amino group or/and halogen atoms. 

40 

7. Binding matrix as claimed In one of the claims 5 or 6, 
wherein, 

all substituents R\ R2, R3, R^ can covalently bind to the oxidic surface. 

8. Binding matrix as claimed In one of the claims 1 to 7, 
wherein 

the anchor group is linked to the solid phase reactant via a flexible, linear spacer molecule which has a chain 
length of 2 to 50 atoms. 

9. Binding matrix as claimed In claim 8, 
wherein 

the flexible spacer molecule contains an optionally substituted alkylene group or/and an alkylene group which 
contains heteroatoms. 

10. Binding matrix as claimed in one of the claims 1 to 9, 
wherein 

a hydrophilic linker group is located between the spacer molecule and the solid phase reactant. 
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11. Binding nnatrix as claimed in claim 10, 
wherein 

the hydrophilic tinker group contains one or several oxyethylene groups. 

5 12. Binding matrix as claimed in claim 11 , 
wherein 

the hydrophilic linker group is formed by an amino-terminated or hydroxyl-terminated polyethylene oxide. 

13. Binding matrix as claimed in claim 12, 
10 wherein 

the hydrophilic linker group is formed from 1,8-diamino-3,6-dioxaoctane. 

14. Binding matrix as claimed in one of the claims 1 to 13, 
wherein 

15 the diluent molecules have an alkoxy(oligoalkylene oxide) terminal group. 

15. Binding matrix as claimed in one of the previous claims, 
wherein 

the solid phase reactant is an antigen or hapten capable of binding to an antibody. 

20 

16. Binding matrix as claimed in one of the claims 1 to 14, 
wherein 

the solid phase reactant is biotin or a biotin derivative. 

25 17. Binding matrix as claimed in one of the claims 1 to 14, 
wherein 

the solid phase reactant is composed of an inner and outer component, the outer component being capable of 
binding to at least one free reaction partner. 

30 18. Binding matrix as claimed in claim 17, 
wherein 

the inner component of the solid phase reactant forms an undiluted layer on the surface of the carrier material and 
the outer component is coupled to the inner component by affinity binding. 

35 19. Binding matrix as claimed in claim 18, 
wherein 

the inner component is biotin and the outer component is streptavidin. 

20. Compartmented binding matrix, 
40 wherein 

a plurality of spatially separated zones, each of which comprises a binding matrix as claimed in one of the claims 
1 to 1 9 is arranged on a carrier material. 

21. Compartmented binding matrix as claimed in claim 20, 
45 wherein 

the spatially separated zones, each of which comprises a binding matrix, are arranged on a carrier material with 
a non-oxidic surface. 

22. Compartmented binding matrix as claimed in claim 20 or 21, 
50 wherein 

the spatially separated zones comprise binding matrices each with the same solid phase reactant. 

23. Compartmented binding matrix as claimed in claim 20 or 21. 
wherein 

55 the spatially separated zones comprise binding matrices with different solid phase reactants. 

24. Analytical element comprising a diluted binding matrix as claimed in one of the claims 1 to 23, 
wherein 
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the solid phase reactant is covered with one or several additional layers of reaction partners. 

25. Analytical element as claimed in claim 24, 
wherein 

5 the reaction partners are selected from antigens, haptens, antibodies or nucleic acids. 

26. Analytical element as claimed in claim 24 or 25 for the determination of different analytes in a sample comprising 
a compartmented binding matrix according to claim 20, wherein the individual spatially separated binding matrix 
zones are each covered with different further reaction partners. 

10 

27. Analytical element as claimed in claim 24 or 25 for the determination of the same analytes in different samples 
comprising a compartmented binding matrix according to claim 20, wherein the individual spatially separated bind- 
ing matrix zones are each covered with the same reaction partners. 

15 28. Method for the determination of an analyte in a sample solution by means of a specific binding reaction between 
at least two reactants with bioafflnity, one of which is present coupled to a solid phase and the other reaction partner 
or partners are free, 
wherein 

a reactant coupled to the solid phase is used, said reactant being a component of a binding matrix as claimed in 
20 one of the claims 1 to 23 or of an analytical elements as claimed in one of the claims 24 to 27. 

29. Method as claimed in claim 28, 
wherein 

the specific binding reaction is determined by waveguide measurements or by white-light interferometry. 

25 

30. Method as claimed in claim 28 for the concurrent determination of different analytes in a sample solution, 
wherein 

the sample solution is contacted with a compartmented binding matrix as claimed in claim 23 or with an analytical 
element as claimed in claim 26 and the presence or/and the amount of the various analytes In the sample solution 
30 is determined by a locally resolving measurement on the individual spatially separated binding matrix zones. 

31. Method as claimed in claim 28 for the parallel determination of an analyte in different sample solutions, 
wherein 

a sample solution is contacted with individual zones of a compartmented binding matrix as claimed in claim 22 or 
35 with an analytical element as claimed in claim 27 and the presence or/and amount of the analyte in each sample 

solution is determined by a locally resolving measurement on the individual spatially separated binding matrix 
zones. 

32. Method as claimed in claim 30 or 31, 
<o wherein 

the locally resolving measurement is carried out by means of confocal fluorescence microscopy. 

33. Process for the production a binding matrix as claimed in one of the claims 1 to 19, 
wherein 

45 an oxidic carrier material is incubated with a reaction solution which contains molecules that are composed of 

surface-active silane terminal groups and a solid phase reactant that is linked thereto via a spacer molecule, said 
reaction solution additionally containing diluent molecules that contain anchor groups which are covalently bound 
to the solid phase. 

50 34. Process for the production of a compartmented binding matrix as claimed in one of the claims 20 to 23, 
wherein 

spatially separated zones on a carrier material which have an oxidic surface are incubated with the same or different 
reaction solutions containing molecules that are composed of surface-active silane terminal groups and identical 
or different solid phase reactants that are linked thereto via spacer molecules. 

55 

35. Process as claimed in claim 34, 
wherein 

the spatially separated zones are mounted on a carrier material with a non-oxidic surface. 
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36. Process for the production of an analytical element as claimed in one of the claims 24 to 27. 
wherein 

a binding matrix as claimed in one of the claims 1 to 23 is incubated with at least one reaction solution which 
contains molecules of further reaction partners that are capable of binding to the binding matrix. 

5 

37. Use of a compound compartmented binding matrix as claimed in one of the claims 20 to 23 or of an analytical 
element as claimed in one of the claims 26 or 27 for multiple analyte detection. 

38. Use of a binding matrix as claimed in one of the claims 1 to 23 or of an analytical element as claimed in one of the 
fo claims 24 to 27 for immunoassays. 

39. Use of a binding matrix as claimed in one of the claims 1 to 23 or of an analtical element as claimed in one of the 
claims 24 to 27 for DNA diagnostics. 
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Revendicatlons 



1. Matrice de liaison contenant un materiau support pr6sentant une surface oxyde et un reactif en phase solide Ii6 
par covalence sur celle-ci via des groupes d'ancrage, qui peut se lier avec au moins un partenaire de reaction 

20 libre, caracterise en ce que le r6actif en phase solide forme une couche de liaison diluee et essentiellement 

homogene dans le sens Iat6ral sur la surface du materiau support et en ce que les groupes d'ancrage sont des 
groupes silane et sont li^s avec les r^actifs en phase solide via une molecule d'espacement et en ce que la matrice 
de liaison contient. outre les molecules d'espacement liees avec tes reactifs en phase solide, encore des molecules 
de dilution, qui sont liees par covalence avec les groupes d'ancrage sur la phase solide. 

25 

2. Matrice de liaison selon la revendication 1 , caracterisee en ce que le recouvrement des reactifs en phase solide 
sur la surface du materiau support repr6sente 0,1 a 90 % du recouvrement maximal. 

3. Matrice de liaison selon la revendication 2, caracterisee en ce que le recouvrement des reactifs en phase solide 
30 sur la surface du materiau support represente 0,5 a 70 % du recouvrement maximal, 

4. Matrice de liaison selon la revendication 3, caracterisee en ce que le recouvrement des reactifs en phase solide 
sur la surface du materiau support repr6sente 1 a 40 % du recouvrement maximal. 

35 ' 5. Matrice de liaison selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que les groupes d'ancrage 
sont formes par reaction de la surface oxyde du materiau support avec un groupe sitane tensioactif de formule 
g^nerale (I) et/ou (II) : 

40 R^R^R^Si (I) 

ou 



R^R^Si - 

O (II) 
R3R*Si - 

dans iaquelle R\ R2, r3, r4 sont identiques ou diff6rents et signifient des substituants sur I'atome Si, a 
condition qu'au moins un des substituants R'', R2 et R^ dans la formule (I) on au moins un des substituants R"" ou 
R2 ou R3 ou R^ dans la formule (II) puissent former une liaison covalente avec une surface oxyde. 

Matrice de liaison selon la revendication 5, caracterisee en ce que les substituants R^ R^, R3, R4 dans les 
groupes silane des forniules (I) et (II) sont des groupes alkyle en a C4, alcoxy en a C4, hydroxy, amino et/ 
ou des atomes d'halogfene. 
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7. Matrice de liaison selon I'une quelconque des revendications 5 ou 6. caracterisee en ce que tous las substituants 
R'', R2, r3, r4 peuvent former una liaison covalanta avec la surface oxyda. 

8. Matrice de liaison selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, caractdrlsee en ce que le groupe d'ancrage 
5 est Ii6 avec les r6actifs en phase solide via una molecule d'espacement souple, Iin6aire qui pr6sente une longueur 

de chaine da 2 ^ 50 atomes, 

9. Matrice de liaison selon la revendicatlon 8, caracterisee en ce que la molecule d'espacement souple comprend 
un groupe alkylene le cas echeant substitu6 et/ou contenant des heteroatomes. 

10 

10. Matrice de liaison selon I'une quelconque des revendications 1 d 9, caracterisee en ce qu*un groupe de liaison 
hydrophile se trouve entre la molecule d'espacement et le r^actif en phase solide. 

11. Matrice de liaison selon la revendicatlon 10, caracterisee en ce que le groupe de liaison hydrophile contient un 
15 ou plusieurs groupes oxyethylene. 

12. Matrice de liaison selon la revendicatlon 11 , caracterisee en ce que le groupe de liaison hydrophile est forme par 
un poly(oxyde d'ethylene) termine par amine ou hydroxyle. 

20 13. Matrice de liaison selon la revendicatlon 12, caracterisee en ce que le groupe de liaison hydrophile est forme de 
1 ,8-diamino-3,6-dioxaoctane. 

14. Matrice de liaison selon I'une quelconque des revendications 1 a 13, caracterisee en ce que les molecules de 
dilution presentent un groupe terminal alcoxy(oxyde d'oligoalkylene). 

25 

15. Matrice de liaison selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce que le reactif an 
phase solide est un antigene ou un haptene pouvant se lier a un antlcorps. 

16. Matrice de liaison salon I'une quelconque des revendications 1 a 14, caracterisee en ce que le reactif en phase 
30 solide est de la biotine ou un derive de ta biotlne. 

17. Matrice de liaison selon I'une quelconque des revendications 1 a 14. caracterisee en ce que le reactif en phase 
solide est constitue d'un composant interne et d'un composant externe, le composant externe pouvant se lier avec 
au moins un partenaire de reaction libre. 

35 

18. Matrice de liaison selon la revendicatlon 17, caracterisee en ce que le composant interne du reactif en phase 
solide forme une couche non diluee sur la surface du materiau support et le composant externe est couple via 
una liaison d'affinite au composant interne. 

"to 19. Matrice de liaison selon la revendicatlon 18. caracterisee en ce que le composant interne est de la biotine et le 
composant externe de la streptavidine. 

20. Matrice de liaison compartimentee. caracterisee en ce qu'on a dispose sur un materiau support une multitude 
de zones separees dans I'espace qui comprannent a chaqua fois una matrice de liaison selon I'une quelconque 

45 das revendications 1 a 19. 

21. Matrice de liaison compartimentee selon la revendicatlon 20, caracterisee en ce que les zones separees dans 
I'espace, comprenant a chaque fois une matrice de liaison, sont disposees sur un materiau support presentant 
une surface non oxyde. 

50 

22. Matrice de liaison compartimentee selon la revendicatlon 20 ou 21 , caracterisee en ce que les zones separees 
dans I'espace comprannent des matrices de liaison presentant a chaque fois les memes reactifs en phase solide. 

23. Matrice de liaison compartimentee selon la revendication 20 ou 21. caracterisee en ce que las zones separees 
55 dans I'espace comprannent des matrices de liaison presentant a chaque fois differents reactifs en phase solide. 

24. Element d'analyse, comprenant une matrice de liaison diluee selon I'une quelconque des revendications 1 a 23, 
caracterise en ce que le reactif en phase solide est recouvert d'una ou de plusieurs couches supplemantaires 
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de partenaires de reaction. 

25. Element d'analyse selon 1 a revendication 24, caract^rise en ce que les partenaires de reaction sont choisis parmi 
ies antigenes, les hapt^nes, les anticorps ou les acldes nucl6iques. 

5 

26. Element d'analyse selon la revendication 24 ou 25 pour la d6ternrijnation de diff6rents anatytes dans un 6chantillon, 
comprenant une matrice de liaison compartiment6e selon 1a revendication 20, les differentes zones de matrice 
de liaison separ^es dans I'espace 6tant recouvertes a cheque fois de differents autres partenaires de reaction. 

10 27. Element d'analyse selon la revendication 24 ou 25 pour la determination d'analytes identiques dans differents 
6chantillons, comprenant une matrice de liaison compartiment6e selon la revendication 20, les differentes zones 
de matrice de liaison separees dans I'espace etant recouvertes a chaque fois de partenaires de reaction identiques. 

28. Procede pour la determination d'un analyte dans une solution d'echantillon au moyen d'une reaction de liaison 
15 specifique entre au moins deux reactlfs presentant une bioaffinite, dont I'un se trouve coupl6 sur une phase solide 

et le ou les autres partenaires de reaction sont libres, caracterise en ce qu*on utilise un reactif couple sur la phase 
solide qui est un constituant d'une matrice de liaison selon Tune quelconque des revendications 1 a 23 ou d'un 
element d'analyse selon I'une quelconque des revendications 24 a 27. 

20 29. Procede selon la revendication 28, caracterise en ce qu'on determine la reaction de liaison speciftque par des 
mesures de guidage d'onde ou par interferometrie de la lumiere blanche. 

30. Procede selon la revendication 28 pour la determination en parallele de differents analytes dans une solution 
d'echantillon, caracterise en ce qu*on met en contact la solution d'echantillon avec une matrice de liaison com- 

25 partimentee selon la revendication 23 ou un element d'analyse selon la revendication 26 et qu'on determine la 

presence et/ou la quantite des differents analytes dans la solution d'echantillon par une mesure d'analyse locale 
sur les differentes zones de matrice de liaison separees dans I'espace. 

31. Procede selon la revendication 28 pour la determination en parallele d'un analyte dans differentes solutions 
30 d'echantillon, caracterise en ce que met en contact a chaque fois une solution d'echantillon avec differentes 

zones d'une matrice de liaison compartimentee selon la revendication 22 ou d'un element d'analyse selon la re- 
vendication 27 et qu'on determine la presence et/ou la quantite des differents analytes dans chaque solution 
d'echantillon par une mesure d'analyse locale sur les differentes zones de matrice de liaison separees dans I'es- 
pace. 

35 

32. Procede selon la revendication 30 ou 31 , caracterise en ce que la mesure d'analyse locale est realisee au moyen 
de microscopie par fluorescence confocale. 

33. Procede pour la fabrication d'une matrice de liaison selon I'une quelconque des revendications 1 a 1 9, caracterise 
40 en ce qu'on incube un matehau support oxyde avec une solution reactionnelle dans laquelle sont contenues des 

molecules qui sont constituees de groupes terminaux silane tensioactifs et d'un reactif en phase solide lie a ceux- 
ci via une molecule d'espacement, la solution reactionnelle contenant en outre encore des molecules de dilution 
qui comprennent des groupes d'ancrage qui sont lies par covalence a la phase solide. 

45 34. Precede pour la fabrication d'une matrice de liaison compartimentee selon I'une quelconque des revendications 
20 a 23, caracterise en ce qu'on incube des zones separees dans I'espace sur un materiau support, qui presentent 
une surface oxyde, avec des solutions reactionnelles identiques ou differentes, dans lesquelles sont contenues 
des molecules qui sont constituees de groupes terminaux silane tensioactifs et de reactifs en phase solide iden- 
tiques ou differents lies a ceux-ci via des molecules d'espacement. 

50 

35. Procede selon la revendication 34, caracterise en ce que les zones separees dans I'espace sont appliquees sur 
un materiau support presentant une surface non oxyde. 

36. Procede pour la fabrication d'un element d'analyse selon I'une quelconque des revendications 24 a 27, caracterise 
55 en ce qu'on incube une matrice de liaison selon I'une quelconque des revendications 1 a 23 avec au moins une 

solution reactionnelle, dans laquelle sont contenues des molecules d'autres partenaires de reaction pouvant se 
lier a la matrice de liaison. 



31 



EP 0 664 452 B1 

37. Utilisation d'une matrice de liaison compartiment6e selon I'une quelconque des revendlcations 20 d 23 ou d'un 
element d'analyse selon Tune quelconque des revendlcations 26 ou 27 pour la mise en Evidence multiple par 
analyse. 

38. Utilisation d'une matrice de liaison selon Tune quelconque des revendlcations 1 ^ 23 ou d'un 6l6ment d'analyse 
selon Tune quelconque des revendlcations 24 d 27 pour des immuno-essais. 

39. Utilisation d'une matrice de liaison selon I'une quelconque des revendlcations 1 ^ 23 ou d'un element d'analyse 
selon I'une quelconque des revendlcations 24 a 27 pour le diagnostic de I'ADN. 
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bonded via anchor gps. (AG). SPR can bond with one or more free 
reaction partners (FRP). The novel features are that SPR form a 
dilute and laterally homogeneous binding layer on the surface of 
CM; and that AG are silane gps. linked with SPR via a spacer 
molecule. Silane cpds. of formulae (111) and (IV) are new: R1-R4 = 
substituents, .where at least one of R1-R3 in (111) or at least one of 
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gps., covalently bonded to Sp. Also claimed are: (a) compartmented 
binding matrices (CBM), consisting of CM carrying several BM*s (as 
described above) in spatially sepd. regions; (b) analytical elements 
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consisting of BM or CBM covered with one or more additional layer 
(s) of reaction partners; (c) determn. of an analyte in a sample by a 
specific binding reaction between SPR and FRF, using BM or CBM 
as SPR; (d) a method for reducing non-specific protein binding to an 
oxide surface, by reacting the surface with (111) or (IV) where X1-X3 
= AOAO gps.; and (e) articles with an oxide surface, where at least 
part of the surface is covered with a binder layer obtd. by reacting 
the surface with (III) or (IV) where X1-X3 = AOAO gps. 
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Description [From equivalent EPQ664452A3] 
Ex pand description Die vorliegende Erfindung betrifft eine Bindematrix, die ein 

Tragermaterial mit einer oxidischen Oberflache und einen daran 
uber Ankergruppen kovalent gebundenen Festphasen-Reaktanden, 
der mit mindestens einem freien Reaktionspartner bindefahig ist, 
enthalt, wobei dieser Festphasen-Reaktant eine verdunnte 
Bindeschicht auf der Oberflache des Tragermaterials bildet. 
Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung neue 
Silanverbindungen, insbesondere Biotinsilanverbindungen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Bindennatrix, die ein 
Tragernnaterial nnit einer oxidischen Oberflache und einen daran 
uber Ankergruppen kovalent gebundenen Festphasen-Reaktanten, 
der mit mindestens einem freien Reaktionspartner bindefahig ist, 
enthalt, wobei dieser Festphasen-Reaktant eine verdunnte. 
Bindeschicht auf der Oberflache des Tragermaterials bildet. 
+ BEISPIEL 1 
+ BEISPIEL 1 

+ Synthase von Biotinsilan 1 
+ Synthase von Biotinsilan 1 
+ BEISPIEL 2 
+ BEISPIEL 2 

+ Synthase von Biotinsilan 2 
+ Synthase von Biotinsilan 2 

+ 2.1 Synthase von Biotin-DADOO-Dodacansaura-OSu-Estar 
± 2.1 Synthase von Biotin-DADOO-Dodacansaura-OSu-Estar 
+ 2.2 Synthase von Biotinsilan 2 
+ 2.2 Synthase von Biotinsilan 2 
+ BEISPIEL 3 
+ BEISPIEL 3 

1 Synthase des Biotinsilans 3 
+ Synthase das Biotinsilans 3 
+ BEISPIEL 4 
BEISPIEL 4 
± Synthese des Siianverdunners 4 
+ Synthese das Siianverdunners 4 

+ 4.1 Synthase von Triathylanglykolmonomethylether-tosylat 
+ 4.1 Synthese von Triethylenglykolmonomethylathar-tosylat 
+ 4.2 Synthese von Triethylenglykolmonomethylather- 
phthalimid 

+ 4.2 Synthese von Triethylanglykolmonomathylathar- 
phthatimid 

± 4.3 Synthese von 1 -Amino-triethylenglykolmonomethylether 

+ 4.3 Synthese von 1-Amino-triethylanglykolmonomathylether 

± 4.4 Synthase von Korksaure-1-OSu-Estar-12- 

amidotriathylanglykolmonomethylaster 

+ 4.4 Synthese von Korksaura-1-OSu-Estar-12- 

amidotriathylenglykolmonomethylester 

± 4.5 Synthese von 4 

+ 4.5 Synthese von 4 

+ BEISPIEL 5 

+ BEISPIEL 5 

± 5.1 Synthese des Siianverdunners 5 
± 5.1 Synthese des Siianverdunners 5 
+ 5.2 Synthese das Siianverdunners 6 
± 5.2 Synthese des Siianverdunners 6 
t 5.3 Synthese des Siianverdunners 7 
+ 5.3 Synthese des Siianverdunners 7 
+ BEISPIEL 6 
+ BEISPIEL 6 

± 6.1 Biotinsilanverbindung 8 
± 6.1 Biotinsilanverbindung 8 
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± 6.2 Biotinsilanverbindung 9 
± 6.2 Biotinsilanverbindung 9 
+ 6.3 Biotinsilanverbindung 10 
+ 6.3 Biotinsilanverbindung 10 
± 6.4 Biotinsilanverbindung H 
± 6.4 Biotinsilanverbindung 11 
± 6.5 Biotinsilanverbindung 12 
+ 6.5 Biotinsilanverbindung 12 
± 6.6 Biotinsilanverbindung 13 
± 6.6 Biotinsilanverbindung 13 
± 6.7 Biotinsilanverbindung 14 
+ 6.7 Biotinsilanverbindung 14 
± 6.8 Biotinsilanverbindung 15 
± 6.8 Biotinsilanverbindung 15 
+ 6.9 Biotinsilanverbindung 16 
+ 6.9 Biotinsilanverbindung 16 
+ 6.10 Biotinsilanverbindung 17 
+ 6.10 Biotinsilanverbindung 17 
± 6.11 Biotinsilanverbindung 18 
+ 6.11 Biotinsilanverbindung 18 
1 6.12 Biotinsilanverbindung 19 
t 6.12 Biotinsilanverbindung 19 
± 6.13 Biotinsilanverbindung 20 
+ 6.13 Biotinsilanverbindung 20 
+ 6.14 Biotinsilanverbindung 21 
+ 6.14 Biotinsilanverbindung 21 
+ 6.15 Silanverdunner 22 
+ 6.15 Silanverdunner 22 
+ 6.16 Silanverdunner 23 
+ 6.16 Silanverdunner 23 
+ BEISPIEL 7 
+ BEISPIEL 7 

+ Methoden zur Bewertung der Oberflachen 

+ Methoden zur Bewertung der Oberflachen 

+ 7.1 Wellenleiter-Messungen 

+ 7.1 Wellenleiter-Messungen 

+ 7.2 WeiRlicht-lnterferometrie (WIF) 

+ 7.2 Weiftlicht-lnterferometrie (WIF) 

+ BEISPIEL 8 

+ BEISPIEL 8 

+ Aufbringen der Biotinsilane auf oxidische Oberflachen 

+ Aufbringen der Biotinsilane auf oxidische Oberflachen 

+ 8.1 Vorbereitung der Oberflachen 

+ 8.1 Vorbereitung der Oberflachen 

+ 8.2 Unvoltstandige Silanisierung der Oberflachen zur 

Erzeugung einer verdunnten Biotinschicht ohne Verwendung 

eines Silan-Verdunners. 

+ 8.2 Unvollstandige Silanisierung der Oberflachen zur 
Erzeugung einer verdunnten Biotinschicht ohne Verwendung 
eines Sitan-Verdunner. 

+ 8.3 Verfahren zur Beschichtung oxidischer Oberflachen mit 
Biotinsilanen, hydrophiten Verdunnern Oder Mischschichten 
aus beiden. 

+ 8.3 Verfahren zur Beschichtung oxidischer Oberflachen mit 
Biotinsilanen, hydrophilen Verdunnern Oder Mischschichten 
aus beiden. 
+ BEISPIEL 9 
+ BEISPIEL 9 

+ Ergebnisse der Bewertungen (Weidlichtinterferometrie) 
+ Ergebnisse der Bewertungen (WeilSlichtinterferometrie) 
+ 9.1 Verwendete Losungen 
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+ 9.1 Verwendete Losungen 
± 9.2 Bindung von Fibrinogen 
+ 9.2 Bindung von Fibrinogen 

1 9.2.1 Einheitlich funktionalisiserte Oberflachen (keine 
gemischte Schicht). 

± 9.2.1 Einheitlich funktionalisiserte Oberflachen (keine 
gemischte Schicht). 

± 9.2.2 Oberflachen mit gemischter Schicht 
± 9.2.2 Oberflachen mit gemischter Schicht 
± 9.3 Spezlfische Bindung von Streptavidin 

1 9.3 Spezlfische Bindung von Streptavidin 

± 9.4 Unspezifische Bindung von Streptavidin 

1 9.4 Unspezifische Bindung von Streptavidin 
+ 9.5 Durchfiihrung von HCG-lmmuntests 

+ 9.5 Durchfiihrung von HCCS-lmmuntests 
+ BEISPIEL 10 
+ BEISPIEL10 

+ Ergebnisse der Bewertung mit Wellenleiter-Technologie (ASI) 

+ Ergebnisse der Bewertung mit Wellenleiter-Technologie (ASI) 

+ BEISPIEL 11: 
+ BEISPIEL 11: 

+ Verwendung einer mikrokompartimentierten Bindematrix in 
einem Immunoassay 

+ Verwendung einer mikrokompartimentierten Bindematrix in 
einem Immunoassay 

+ 11.1 Herstellung von SlOj-Spots durch Aufdampfen 
+ 11.1 Herstellung von SiOj -Spots durch Aufdampfen 

+ 11.2 Aufbringen der Biotlnsilane auf die Spots 
+ 11.2 Aufbringen der Biotlnsilane auf die Spots 
+ 11.3 Aufbringen von Streptavidin 
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+ 11.4 Durchfuhrung eines TSH-Tests 
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+ 11.5 Ergebnisse: 
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